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1. TÉMAKÖR: KORRELÁLT FENOTIPUS / GENOTIPUS VIZSGÁLAT – 

KLONÁLIS HETEROGENITÁS / EVOLÚCIÓ HAEMATOLOGIAI 

DAGANATOKBAN 

A XIX. században kifejlődött fénymikroszkópos morfológia a tumorok patológiai 

vizsgálatában ma is alapvető, igy nélkülözhetetlen. Az immunfenotipizálás kb 30 - 40 évvel 

ezelőtti bevezetésével (áramlási citometria, immunhisztológia) a tumorsejt karakter újabb 

szintje vált vizsgálhatóvá, mely – legalábbis a széleskörűen alkalmazott immunhisztológia 

vonatkozásában – in situ korrelált morfológiai és fenotipus megitélést tett lehetővé. A múlt 

század utolsó évtizedétől kifejlődő genom vizsgálati eljárások jelentős része homogénnek vélt 

tumorsejt mintákból extrahált DNS ill RNS vizsgálaton alapult. Ez nem csak az 

inhomogenitásból eredő tévedés lehetőségét jelentette, de alkalmazásukkal elveszik a 

fenotipushoz direkt asszociált genotipus vizsgálatának lehetősége is.  

A morfológia / fenotipus illetve a genotipus közvetlen, korrelált vizsgálata a technika 

mai állása mellett sem lehetséges minden esetben, kivitelezésükben azonban esszenciálisak az 

in situ molekuláris technikák. Ezek tipusait és alkalmazhatóságukat az alábbiak foglalják 

össze.   

1.1. In situ molekuláris technikák – Interfázis citogenetika. Történeti áttekintés 

Nukleinsavak hisztológiai és citológiai preparátumokban történő, mikroszkóppal 

vizsgálható manipulálását in situ molekuláris módszereknek nevezzük. Ezen módszerek nem 

mindegyike, de döntő többsége in situ hibridizáción (ISH), azaz specifikus nukleinsav 

szekvenciáknak komplementer továbbá jelölt, tehát vizualizálható, próba DNS vagy RNS 

szekvenciákkal történő reasszociációján alapszik. A különböző ISH-s technikák alkalmazása 

képezi a molekuláris citogenetika alapját. Interfázis sejtek magjain végzett – nem feltétlenül, 

de gyakran – fluoreszcens ISH (FISH) a molekuláris citogenetikának azon válfaja, melyet 

interfázis FISH-nek / citogenetikának (iFISH) nevezünk. A konvencionális citogenetika az 

iFISH-től döntően abban különbözik, hogy míg az előbbi – feloldásának határain belül – a 

teljes genom és annak eltérései áttekintését jelenti, az utóbbi célkérdésekre ad igen vagy nem 

választ. Figyelemre méltó különbség továbbá, hogy az iFISH sejttenyésztés nélkül ad 

genetikai és morfológiai információt – elkerülvén ezáltal a tenyésztés során potenciálisan 

fellépő nehézségeket: a kellő számú és minőségű metafázisok hiányát illetve az ún. klonális 

szelekciót (1.1.1. ábra). A patológus szemszögéből különös jelentőséggel bír, hogy 

alkalmazásának nem szab határt a formalin fixálás és a paraffinba történő beágyazás, ezért 

archivált anyagok metszetein illetve azokból izolált sejtmagokon is elvégezhető.  
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Az interfázis citogenetikát felhasználhatjuk numerikus és strukturális kromoszóma 

anomáliák, patognomikus transzlokációk valamint – digitális képi technikákkal történő 

együttes alkalmazás esetén – sejtvonal specifikus genetikai eltérések vizsgálatára. Az 

interfázis citogenetika, a fénymikroszkópia és az immun-citológia/hisztológia digitális képi 

technikákkal történő együttes alkalmazása alkalmas arra, hogy ugyanazon sejtobjektumról 

morfológiai, immunfenotípus és genotípus információkat szolgáltasson, mely mérföldkő lehet 

a patomorfológiai diagnosztikában.  

Az ISH végzése során a target valamint a próba egyaránt lehet DNS vagy RNS. Az 

olyan ISH esetében, ahol a target RNS, általában gén expresszió vizsgálatról, mRNS 

hibridizációról van szó. Ez – bár a DNS alapú hibridizációnál az RNS rendkívüli instabilitása 

miatt jóval speciálisabb körülményeket igényel – standardizálható (2). Elsősorban a 

tömegesebb RNS ( rRNS, haemoglobin, B-sejt könnyűlánc, virus asszociált)   ISH-s szignálok 

kvantitálhatók flow citometriásan vagy digitális mikroszkópia segítségével és a nem in situ, 

tehát extrahált nukleinsav vizsgálati körülmények között a 90-es évek közepe óta hatalmas 

karriert befutó DNS chip technológiák egyik alapját képezik (1.1.2. ábra; 3, 4, 5, 6, 7, 8). A 

sejt – mikroszkóp alapú vizsgálati rendszerekben azonban annak, hogy a DNS alapú, 

interfázis magban elvégzett ISH jelentősen nagyobb karriert látszik befutni nem csak az az 

oka, hogy a nem radioaktív RNS hibridizáció során a legújabb amplifikációs technikákat is 

felhasználva sem sikerül megbízhatóan detektálni az alacsony kópia számú RNS tartományt 

(9). Az ok sokkal inkább az, hogy a gén expressziót sokkal egyszerűbb a végtermék, a protein 

szintjén, immunhisztológiailag vizsgálni a patológiai diagnosztikában. A transzkripció 

valamint a transzláció külön-külön vagy szimultán történő vizsgálata csak nagyon speciális, 

általában experimentális körülmények között igényelt. Celluláris DNS szekvenciák citológiai-

hisztológiai körülmények között történő feltüntetése azonban csak iFISH-sel lehetséges. 
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1.1.1. ábra Két különböző időpontban elvégzett metafázis citogenetikai vizsgálat 7-es 

monosomiát és 8-as disomiát (1) illetve 7-es disomiát és 8-as trisomiát (2) mutatott. A jobb 

ábrarészlet mutatja az MDS-es gyermek csontvelő sejtjein a 7-es (zöld) illetve a 8-as (piros) 

kromoszóma specifikus próbákkal elvégzett kétszínű FISH vizsgálat eredményét, mely szerint 

a -7 és a +8 rendellenesség két különböző klónban volt jelen (1).  

A B CA B C
 

 

1.1.2. ábra A humán 28S rRNS antisense próbával hibridizált kontrol (A) valamint hemin (B) 

és forbol-mirisztát-acetát (PMA) (C) kezelt sejtek fluoreszcens mikroszkópos képe. x720 (6). 
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Bár elsőként 1969-ben, egymástól függetlenül, Pardue és Gall valamint John és 

munkatársai számoltak be génszekvenciáknak (rDNS) interfázis magokon ISH-val történő 

sikeres kimutatásáról, a módszert csak 1986-tól, Cremer nyomán nevezik interfázis 

citogenetikának (10, 11, 12). A történelminek tekinthető közlésben a szerzők az iFISH 

napjainkig is érvényes egyik legproblematikusabb jellegét is világosan megfogalmazták: ‘... the 

major technical problems in the hybridization technique is that of denaturing the cellular DNA 

without destroying the morphology’ (10). A kezdeti időkben a hibridizációs termék előhívására 

csak a radioizotópos jelölés állt rendelkezésre, mely ugyan nagy érzékenységet, de alacsony 

térbeli feloldást biztosított. Ez az oka, hogy több mint egy évtized kellett a módszer 

orvosbiológiai-diagnosztikai alkalmazása igazi fellendülésének kezdetéhez. A lökést a 

hibridtermék fluoreszcens jelölésének kidolgozása adta meg. Ez kezdetben a kémiailag 

módosított nukleotidok direkt fluoreszcens jelölését jelentette (1980), majd a polinukleotidok 

biotin jelölésének kidolgozásával, (1981), a vizualizálás spektruma valóban szélessé vált (13, 

14). A fluoreszcens próba technológiában újabb mérföldkövet jelentett a kétszínű, majd a 

háromszínű detektálás, a ’combinatorial color-coding’ (M-FISH), a ’ratio color-coding’ majd a 

’COmbined Binary RAtio (COBRA)’ jelölés (15, 16, 17, 18, 19 ). 1986-ra a kimutathatóság 

alsó határa 50 kilobázisra (kb) csökkent (20), majd – elsősorban az anyagfeltárási technikák 

fejlődésének eredményeképpen – sor került a módszer rutin paraffinos anyagokon történő 

alkalmazásának bevezetésére is (21). A 90-es években nem sikerült a fenti érzékenységet 

hagyományos mikroszkópia segítségével meghaladni, viszont a nagy érzékenységű kamerák 

(digitális mikroszkópia) alkalmazásának bevezetésével a szenzitivitás, a néhány száz kb-ra 

tehető feloldás mellett, 1-5 kb-ra csökkent (22, 24). A legújabb idők kihívását a genomban egy 

kópiában előforduló szekvenciákban kialakuló pontmutációk iFISH-sel történő detektálása 

jelenti. Az utóbbiak azonban részben experimentális körülményeket jelentenek illetve fejlesztés 

alatt álló területek. A patológiai diagnosztika jelentős alkalmazási területre talált az 50-100 kb 

érzékenységi nagyságrend szintjén is, melynek főbb vonulatai az alábbiak.  

 

1.2. Számbeli kromoszóma eltérések vizsgálata iFISH-sel 

A magasabb rendű eukaryoták genomjának 10-20%-át, a sajátos bázisösszetételének 

betudhatóan a genom fő tömegét adó DNS-től denzitása alapján elkülönülő, azt „kísérő”, 

szatellita DNS (sDNS) alkotja (22). Az sDNS különböző osztályainak közös vonása, hogy 

rövidebb-hosszabb alapegységeik (monomer) ezerszer-milliószor ismétlődnek a genomban, 

ezért tandem (repeat) szekvenciáknak nevezik őket. A humán sDNS egyik formája az alfa-
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szatellita DNS (-sDNS), mely a kromoszómák (peri)centromerikus régiójára lokalizálódó, 

nem -sDNS-tol mentes, a teljes genom mintegy 2-5%-át kitevő repetitív DNS (25). Az -

sDNS alapegységét az elsőként az afrikai zöld majmok genomjában megtalált, 172 bp alfoid 

monomerhez szekvenciájában és organizációjában is nagyon hasonló 171 bp hosszú monomer 

alkotja (26) (1.2.1. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1. ábra: A kromoszómaspecifikus alfa szatellita DNS hierarchikus szerveződése. Az E1 és 

E2 hipotetikus restrikciós endonukleázok, melyek a magasabb rendű repetitív egységen belül 

egyszer hasítanak (26) 

Leglényegesebb vonása a speciális, magasabb rendű hierarchikus rendezettség, melynek 

lényege a következő. A 171 bp monomerek lineáris multimereket hoznak létre, melyekben az 

intermonomer DNS szekvencia divergencia eléri a 20-40%-ot is. Így az 1.2.1.ábrán 

bemutatott, egy kromoszómán elhelyezkedő monomer 1, 2 és 3 olyan mértékben különbözik 

egymástól, mint a más kromoszómákon elhelyezkedő -sDNS monomerektől. Azonban egy 

jellegzetes számú (n) monomert követő monomer (n+1) újra a monomer 1-gyel lesz 

gyakorlatilag (<2% divergencia) identikus. Az n hosszúságú lineáris multimert magasabb 

rendű repetitív szekvenciának (higher order repeat unit, HORU) nevezik. Több mint 30 -

sDNS alcsaládot írtak le (27), melyből 28-nak, összesen 293 személy genomjának vizsgálata 

alapján, a konszenzus  szekvenciáját is megállapították. Az -sDNS alcsaládok különböznek a 

HORU-k nagyságában (monomerek száma), a HORU-k kópia számában és – értelemszerűen 

– a primer szekvenciájukban. Ezekből következik kromoszóma specificitásuk, mely azonban 

nem teljeskörű. Az 5-ös vs 19-es, a 13-as vs 21-es valamint a 14-es vs 22-es kromoszómák 

vonatkozásában nincs olyan HORU, amelyek ne mutatnának jelentős átfedést, így 

kereszthibridizációt. (Valójában ez a 14-es és 22-es kromoszóma esetében nem áll, mivel 
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mindkettőre találtak specifikus -sDNS alcsaládot, de ezek a bennük előforduló HORU-k 

alacsony kópia száma miatt nem vizualizálhatók [27]). 

A numerikus kromoszómális aberrációk kromoszóma specifikus próbákkal történő 

detektálásának alapja az, hogy normál, diszómiás garnitúra esetén a két homológ szomatikus 

kromoszómának megfelelően két hibridizációs szignált kapunk sejtmagokként. 

Keresztreagáló próbáknál (5/19-es, 13/21-es, 14/22-es kromoszómák) a disomiát 4 szignál 

jelzi, míg XY genotípus esetén a szexkromoszómák tekintetében 1-1 intranukleáris 

hibridizációs jel látható. Kevesebb vagy több jel az adott kromoszóma nyerését vagy vesztését 

jelzi, mely a keresztreagáló próbák esetén a két kromoszóma vonatkozásában pontosan nem 

identifikálható (1.2.2.a-b. ábrák). Szerencsés körülmény, hogy a szignálszám a sejtciklusban 

elfoglalt pozíciótól nem függ; az áramlási citometriásan szortírozott G0-G1, S valamint G2 

fázisban levő sejtek (peri)centromer régióra specifikus jeleinek száma azonos, mely a normál 

G2 sejtek és a valódi (daganatos) tetraszómia elkülönítésének alapja (29). Az iFISH szignálok 

kiértékelésének biológiai interpretálásánál tudatában kell lenni annak, hogy a szignálszám 

csökkenése nem feltétlenül jelenti a teljes kromoszóma hiányát vagy egyáltalán bármi 

rendellenességet. Ritka lehetőségként előfordulhat a (peri)centromerikus repetitív szekvenciák 

specifikus deletiója (30). A másik lehetőség, hogy a kromoszóma specifikus HORU-k kópia 

számában individuális különbségek is lehetnek. Így előfordulhat olyan genom, amelyben 1-1 

kromoszóma a felismerés alapjául szolgáló szekvenciák alacsony száma miatt a 

detektálhatósági szint alá esik (31). Fordítva, kromoszóma non-diszjunkció esetén a 

centromerikus régió utódsejtben történő szétválásának esetleges hiánya miatt a többlet 

genetikus anyag – hasonlóan a fiziológiás G2 tetraszómiához – iFISH technikával nem 

ábrázolódik, és triszómia helyett diszómiának megfelelő két szignált kapunk. 

Az onkopatológiai diagnosztikában a DNS tartalom vizsgálata – elsősorban az 

automatizált és digitális technikákat felvonultató modern áramlási és statikus citometria 

elterjedésének tulajdoníthatóan – különösen előtérbe került az utóbbi két évtizedben. Mai 

ismereteink szerint a diploid DNS tartalom nem egész számú többszöröse – szemben az 

endoreduplikáció révén kialakuló egész számú sokszorosodással – daganatos növekedésre 

utaló aneuploiditásnak felel meg. Az aneuploiditás vizsgálatának ott van értelme, ahol a DNS 

tartalom kimutatásának terápiás vagy prognosztikus jelentősége van, így például a kifejezett 

malignitású metasztatikus daganatokban magas arányban előforduló aneuploiditás 

kimutatásának kevés jelentősége van. Nem mutatkozott azonban egyértelműnek az 

aneuploiditás prognózisra gyakorolt hatása primer daganatok széles körének átvizsgálása 

alapján sem. Egyes daganatokban (hólyagrák, colon carcinoma, nagysejtes tüdőrák, ovárium 
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tumor, veserák, stb.) a negatív prognosztikai hatás egyértelmű, míg másokban (emlő, cervix 

carcinoma, kissejtes tüdőrák, stb.) az aneuploiditás nem bizonyult független prognosztikai 

faktornak, az összefüggés bizonytalan vagy egyáltalán nem létezik (32, 33). Savós hártyákon 

terjedő daganatok – lévén metasztatikus tumorok – nagy százalékban mutatnak aneuploiditást, 

melynek kimutatása jelentősen, akár 40%-kal is növelheti a citológiai vizsgálat hatékonyságát 

(34). Vannak olyan malignómák is (pl. a gyermekkori pre-B-lymphoblastos malignus 

lymphoma/leukaemia), melyekben nem csupán az aneuploiditás jelenléte, de az aneuploiditás 

mértéke (a daganatos klón DNS tartalma vs a normál diploid DNS mennyiség = DNS index 

[DI]) is meghatározó és az egyik legfontosabb, független prognosztikai faktor (35, 36). 

Áramlási vagy statikus DNS citometriával a sejtmagok teljes DNS tartalmát 

vizsgáljuk, mellyel a durva aneuploiditás könnyen felismerhető, ugyanakkor ezen módszerek 

feloldásának határai vannak. A kromoszóma méretétől függően kb. 2 kromoszóma nyerése 

(triszómiája) vagy vesztése (monoszómiája) – mely diszkrét aneuploiditás, de jelentős 

genomikus változás – méréstechnikai okoknál fogva nem feltétlenül mutatható ki ezen 

citometriai eljárásokkal (37). Ugyancsak nem nyilvánul meg aneuploiditásban a fenti 

citometriai vizsgáló módszerekkel az az eset, amikor ugyanannyi (vagy kb. ugyanannyi, - a 

klón százalékos arányától, a kromoszóma nagyságától is függően) kromoszóma mutat 

triszómiát és monoszómiát, ezáltal egymás ellentétes hatásait teljes DNS tartalom szinten 

mintegy kiegyensúlyozva (pszeudo-diploidia) (1.2.3 ábra).  

Tehát mindazon esetekben, ahol egyébként az aneuploiditás kimutatásának 

prognosztikai–terápiás vonzatai vannak, továbbá a statikus és áramlási citometria feloldási 

korlátai miatt az eltérések nem mutathatók ki, vagy specifikusan bizonyos kromoszóma(ák) 

eltérései meghatározóak a diagnózis szempontjából, a numerikus kromoszóma eltérések 

interfázis citogenetikai eljárással történő vizsgálata jelentőséggel bír és interfázis magon az 

egyetlen eljárás a kérdés megválaszolására. Az interfázis citogenetikának különös jelentősége 

és feloldó ereje van a daganatokban gyakori – de a humán genetikában is komoly 

diagnosztikai nehézségeket okozó – mozaicizmus vizsgálatában is (38, 1), A patológiai rutin 

diagnosztika szempontjából értékes, hogy a (peri)centromerikus próbákkal történő ISH 

alkalmazható metszet (fagyasztott v. formol-paraffinos) körülmények között is (21), illetve a 

kívánt szekvenciák ilyen jellegű anyagokon más technikával, pl. az ún. „primed in situ 

labeling” (PRINS) eljárással is előhívhatók (39) (1.2.2.c-d. ábrák). Bár különböző 

előkezelések a nukleoprotein komplex feltárására, a target DNS-hez történő jobb 

hozzáférhetőségének biztosítására ajánlottak (40, 41, 28), nem a technikai kivitelezhetőség, 

hanem az eredmény kiértékelése és interpretálása problematikus. Paraffinos metszet 
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körülmények között ugyanis a magok jelentős részének csak egy szelete kerül a néhány 

mikrométer vastag metszetbe, így ha a hibridizációs próbával kimutatandó kromoszóma 

részlet a mag-szeleten kívül helyezkedett el, értelemszerűen hibridizációs szignált nem 

kapunk, fals negativitás (fals monosomia, disomia, stb.) áll elő. Ezt a jelenséget ’trunkációs 

effektus’-nak hívjuk. Ennek tudható be, hogy a numerikus kromoszóma eltérést hordozó 

malignus klón arányának paraffinos metszet körülmények között legalább 25%-nak kell 

lennie, hogy felismerésre kerüljön (42). Ez jelentősen eltér a citológiai preparátumokon (egész 

magok) nyert észleleteinktől, ahol – a keresztreagáló és a következetesen gyengébb 

eredményt adó 15-ös kromoszóma (peri)centromerikus próbáitól eltekintve – az összes 

szomatikus valamint nemi kromoszóma vonatkozásában a normális kromoszóma garnitúra 

kimutathatósága, továbbá a fals kromoszóma vesztés illetve nyerés 93.7%-98.6%-nak, 1.9%-

4.8%-nak illetve 0-3.6%-nak adódott (43). A trunkációs effektus leküzdhető vastag (20 m-

es) paraffinos metszetek konfokális pásztázó lézer mikroszkóppal történő letapogatásával, ez 

azonban még a speciális laboratóriumok számára is rendkívül technika-, munka- és 

időigényes, rutinszerűen jelenleg még nem alkalmazható (44). A metszeteken elvégzett 

vizsgálat értékelhetőségének korlátait figyelembe véve hasznos alternatíva a paraffinos 

blokkból izolált magok interfázis citogenetikai analízise. A statikus vagy áramlási citometria 

számára történő, hagyományos magizolálási procedúrával (45) lényegében megegyező eljárás 

során a trunkációs effektus hátrányaival nem kell számolni, igaz a morfológia-topográfia is 

elvész. Ennek ellenére célkérdések megválaszolására az eljárás nagyon jól hasznosítható 

(1.2.2.e-f-g. ábrák). 
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1.2.2.a-b. ábra: Hiperdiploid (DNS index: 1,28) gyemekkori „common” acut lymphoblastos 

leukaemia. Az alkohol fixált sejtszuszpenzióból készült citológiai preparátumokon 

kromoszóma specifikus (a) valamint keresztreagáló (b) próbákkal elvégzett iFISH reakció 

mutatja a 4-es, 6-os illetve 13/21-es kromoszómák trisomiáját és egyben a klonális progressziót 

(28). 
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1.2.2.c-d. ábra: Papilláris renocelluláris tumor paraffinos metszetről készült fénymikroszkópos 

képe (c, HE, x 350) valamint a cryostátos metszeten készült 17-es kromoszóma iFISH reakciója 

(d, x 650). A Heidelbergi Klasszifikáció (87) értelmében az adenoma vs carcinoma differenciál 

diagnosztikájában benignus lézió mellett szól egyéb kromoszóma eltérések hiányában a 7-es, 

17-es trisomia és az Y kromoszóma vesztése (›). Inzert: normál tubulus megtartott Y és 7-es 

kromoszóma garnitúrával(28) (). 

1.2.2.e. ábra: T-sejt receptor klonális 

génátrendeződést mutató angioimmunoblastos 

malignus lymphoma paraffinos blokkjából izolált 

magokon elvégzett iFISH reakció, mely a 12-es és 

a 15-ös kromoszóma triszómiáját valamint a 

klonális progressziót mutatja. Az 

angioimmunoblastos lymphadenopathia-szerű 

atípusos lymphoproliferációk esetén a tumoros 

transzformáció megítélése morfológiailag sokszor 

nem egyértelmű, ebben a citogenetikai 

abnormalitások illetve a klonális átrendeződés kimutatása nyújt támpontot (28). 

a 
b 

c 
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1.2.2.f-g. ábra: Chronikus lymphoid leukaemia (CLL) fénymikroszkópos képe (f, HE, x 250) 

valamint a paraffinos blokkból izolált magon elvégzett, 12-es triszómiát mutató iFISH 

reakciója (g, x 1400). A morfológia alapján nem azonosítható a CLL 12-es tri-/tetraszómiát 

mutató, prognosztikailag előnytelen szubtípusa (28).  

iFISH iFISHiFISH iFISH

 

1.2.3. ábra: Áramlási citometriás DNS eloszlás görbék kezeletlen gyermekkori acut 

lymphoblastos leukaemiás betegek csontvelő mintáin.  a.  diploid DNS eloszlás a jelentős 

számú, iFISH-sel kimutatott számbeli kromoszóma eltérés ellenére (pszeudo-diploidia);  b.  

összhangban a iFISH-sel kimutatott kromoszóma vesztésekkel hipodiploid aneuploid 

populáció ábrázolódik a DNS eloszlás görbén (43). 

1.3.1. ábra Transzlokációk FISH-IPC technikával történő kimutatásának néhány változata. 

a: A piros és zöld színnel jelölt próbák a transzlokáció eredményeképpen egymás mellé 

kerülő régiókkal hibridizálnak. Ha a töréspont régió kb. 200 kb-nál nem hosszabb, akkor a 

transzlokáció következtében - a szignáloknak a beeső fény irányától történő elhelyezkedésétől 

függetlenül - ún. fúziós szignál (sárga) keletkezik a feloldás határa miatt (l.1.3.2.d. ábra). 

f g 
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b: A piros és zöld színnel jelölt próbák a transzlokációban részt vevő két kromoszóma 

egyikén a töréspont régió két oldalán elhelyezkedő szakaszokkal hibridizálnak. Kb. 200 kb-

nál hosszabb töréspont régió esetén - a szignálok térbeli orientációjának függvényében - vagy 

fúziós szignál, vagy - gyakrabban - szeparált, de kolokalizált szignálok jelzik a normális 

kromoszómát. A szignálok térbeli eltávolodása kromoszóma törésre utal (l. 1.3.2.b. ábra 2-es 

és 3-as jelzésű sejtek). 

c: Különösen hosszú töréspont régió esetén alkalmazhatók az egy Mb nagyságrendet 

képviselő, a töréspont régiót átfedő YAC klónok. A kromoszóma törése esetén az egy 

kromoszómát reprezentáló egyetlen szignál kettőre hasad, a törtvégek a próba hosszúsága 

miatt vizualizálhatók. n1, n2: normál kromoszómák; t1, t2: transzlokációban részt vevő vagy 

törést szenvedett kromoszómák (28). 

1.3.2.a. ábra: A citás jellegű B-sejtes malignus lymphomák legelőnytelenebb variánsát 

képviselő köpenyzóna lymphoma (MC) fénymikroszkópos képe a maradvány, reaktív 

centrum germinatívum és a tumoros köpenyzóna részlettel. A tumor progresszió 

eredményeképpen eltűnő reaktív csíracentrumok esetén a morfológiai kép önmagában 

differenciál diagnosztikai problémákat jelenthet.  

1.3.2.b ábra: Köpenyzóna lymphoma fagyasztott blokkjából készült lenyomati 

készítményeken elvégzett iFISH reakció (x 1400). A felhasznált cosmid próbák (cos 6.7 és 

cos H 1.5; 59, 60) a major transzlokációs cluster két oldalán, egymástól 750 kb-ra 

helyezkednek el, az egyéb lympho- és myeloproliferációkban előforduló 11q13 törést nem, 

csak az MCL-re jellegzetes 11q13 régióban bekövetkező törést detektálják. Az egyik zöld-

piros szignálpár ko-lokalizált (►) az egyik (normal) 11-es chromosomának megfelelően a 2. 

és 3. jelű sejtben, míg a másik szignálpár disszociált, mely a specifikus töréspont régióban 

bekövetkezett, MCL-re pathognomikus törésre utal. Inzert: az 1. jelű normál lymphocytában, 

a két normális 11-es kromoszómának megfelelően észlelhető két ko-lokalizációs szignál (►, 

28).  

a b 
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iFISH

++ Ph
+ 9

+Ph

iFISH

++ Ph
+ 9

+Ph

 

1.3.2.c ábra: Subcutan, 

anaplasiás, kloroacetát észteráz, 

lysosym, CD15, CD68, 

peroxidase, T- és B-, epiteliális, 

neurogén, myeloid és myogen 

markerekre negatív tumor 

fénymikroszkópos képe 

(Giemsa, x 400).  

 

 

 

 

1.3.2.d ábra: A tumor 

fagyasztott blokkjából készült 

lenyomati készítményeken P1 

klónok (Vysis) felhasználásával 

elvégzett bcr (zöld)-abl (piros) 

transzlokáció irányú iFISH (x 

1400), 22-es triszómia és 9-es 

tri- valamint tetraszómia 

továbbá multiplex Philadelphia 

kromoszóma (PH-chr) 

észlelhető (l. 1.3.1.a. ábra). 

Diagnózis: Chloroma (28). 

 

1.3.3 ábra: A negatív sejt normál kromoszóma garnitúrával (● krsz 3, ● krsz 7, ● krsz 17 CEP 

és ● 9 p21 deletios LSP próbák /Vysis ® UroVysion/, ● DAPI háttér magfestés). B vizelet 

mintából származó daganatsejt abnormális kromoszóma-garnitúrával (++3, +7, +17, del 

9p21). C kontrollként használt urothelialis carcinoma sejtvonal sokszoros genetikai 

aberrációval (63x, fluorescens scanning mikroszkópos felvétel; saját, nem közölt vizsgálatok).  

A B C 
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1.4.1. ábra Az MG-63 sejtek transzmissziós (A–C) és fluoreszcens (D) mikroszkópos képei. A 

preparátumokon vagy kizárólag az ezüstözéssel feltüntetett nukleoláris organizációs régió 

(Ag-NOR) reakció (A) vagy Ag-NOR és a 28S rRNS-re specifikus FISH reakciók (B-D) 

történtek. A C illetve a D ábrarészlet ugyanazon látómezőt mutatja transzmissziós illetve 

fluoreszcens üzemmódban. Méretjelző (           ) = 10 m (7). 

1.4.2. ábra: a. CD10+/t(12;21)+acut 

lymphoblastos leukaemia (pre-B-

ALL) sejt; b. CD10+/t(12;21)- normal 

haematogonium; c. CD10-/t(12;21)- 

differenciált normál sejt. Konzekutiv 

immunfluoreszcencia és FISH-IPC, 

majd az objektumok 3D vezérelt 

mikroszkópos relokalizációja (78). 

 

 

Relokalizáció

CD10

t(12;21)

+                       +                        -

+                       - -

a b c
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1.3. Struktúrális kromoszóma rendellenességek vizsgálata iFISH--sel 

A struktúrális kromoszóma eltérések közül az interfázis citogenetika elsősorban a 

transzlokációk kimutatása területén nyert alkalmazást. Ennek fő oka, hogy az iFISH céljára 

legkönnyebben nyerhető mintákat a haemopoeticus rendszer daganatai képezik, melyek – 

szemben az elsősorban deléciókat és amplifikációkat mutató szolid tumorokkal – bővelkednek 

kiegyensúlyozott transzlokációkban. Ugyanakkor az interfázis citogenetika alkalmas 

intersticiális mikrodeléciók és génsokszorozódás kimutatására is (46). A reciprok 

transzlokációk egy része alapvetően patognómikus a betegség természetét illetően (t[9;22], 

chronicus myeloid leukaemia; t[8;14], Burkitt lymphoma; t[14;18], follikuláris lymphoma; 

t[11;14], köpenysejtes malignus lymphoma; stb.), más részük egy-egy daganatféleség, 

morfológia vagy immunfenotípus alapján el nem végezhető, terápia és prognózis releváns 

stratifikálásának alapját képezik (t[8;21], acut myeloid leukaemia szubtípus; t[4;11] és 

t[12;21] gyermekkori acut lymphoid leukaemia szubtípus, stb.). A transzlokációk előfeltételét 

képező kromoszómális törések gyakorlatilag soha nem egy meghatározott szekvencia pontnál, 

hanem hosszabb-rövidebb régióban halmozódva fordulnak elő. E régió nagysága (hosszúsága 

kilobázisban [kb] - megabázisban [Mb]) határozza meg, hogy a különböző detektálási 

tartománnyal rendelkező alábbi módszerek közül melyek alkalmasak a transzlokáció 

kimutatására: konvencionális citogenetika: 8-12 Mb ; fiber-FISH, pulse field gél 

elektroforézis [PFGE], iFISH: 250-500 kb; Southern blot: 20-25 kb; polimeráz láncreakció 

[PCR]: néhány kb (47). Számos transzlokáció esetében a törtéspontok 100 kb nagyságrendű 

régióban szóródnak (48, 49), a fiber-FISH valamint PFGE nagy laboratóriumi felkészültséget 

igénylő, diagnosztikában kevéssé alkalmazható technikák (30). A fenti körülmények miatt az 

iFISH a transzlokációk kimutatásában hasznos és nagy specificitású, mert i. a konvencionális 

citogenetikával szemben – a bevezetőben említett előnyein túl – a molekuláris/maszkírozott 

transzlokációkat (kb. 10 Mb-nál kisebb szakaszok cseréje) is képes kimutatni (50, 51); ii. a 

töréspont régió több száz kb hosszúsága esetén – különösen akkor, ha az RNS érés miatt 

jelentősen rövidebb kiméra mRNS nem íródik le és így a reverz transzkipciós PCR (RT-PCR) 

technikák nem alkalmazhatók – nehéz lehet akár többszörös primer párok alkalmazása esetén 

is olyan DNS alapú PCR eljárást találni, mely a translokációt kellő hatékonysággal kimutatja. 

A transzlokációk iFISH technikával történő kimutatásának több gyakorlati megoldása 

lehetséges, melyet elsősorban a töréspont régió nagysága és feltérképezettsége valamint a 

potenciális partner kromoszóma szám (egy vagy több) határoz meg (1.3.1.a-b-c.ábrák). 

Három alaphelyzet – a töréspontot átfedő (’spanning’) próba, a töréspont két oldalát eltérő
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 színben jelölő disszociációs (’splitting’ vagy ’break-apart’) próbák, a két töréspont 1-1 

oldalát eltérő színben jelölő ko-lokalizációs vagy fúziós próbák – valamint ezek kombinációi 

léteznek, az egyes módszerek fals pozitivitása és automatizálhatósága azonban jelentősen 

eltérő (52). Mindegyik esetben azonban egyedi, egyszeres kópiában előforduló szekvenciák 

vizualizálása szükséges, ezért a repetitiv szekvenciák kimutatásánál használatos néhány kb 

hosszúságú inzertet tartalmazó plasmid vektorok e célra nem alkalmasak. Helyettük a 45 kb-

tól Mb nagyságrendig terjedő nagyságú próba DNS-t tartalmazó cosmid, P1 klón, bakteriális 

arteficiális kromoszóma (BAC), P1 arteficiális kromoszóma (PAC), yeast arteficiális 

kromoszóma (YAC) vektorok használatosak (53). 

Az alkalmazási területekre három kiragadott példával utalok. A bcr-abl átrendeződés 

[t(9;21)(q34;q11)] illetve expresszió kimutatására az iFISH és az RT-PCR egyaránt 

alkalmazható 95-99 illetve 100 százalékos hatékonysággal (54, 55, 56, 57, 58, 48). A két 

eljárás együttes alkalmazásával a malignus klón expanziójának illetve a kiméra gén 

expressziójának monitorizálása lehetséges, melyek terápiára nem feltétlenül paralell változó 

paraméterek. Ezzel szemben az egyes esetekben klasszifikálási nehézségeket okozó, agresszív 

biológiai viselkedésű köpenysejtes malignus lymphomára jellegzetes t(11;14)(q13;q32) esetén 

a töréspont régió 500 kb-nál is hosszabb lehet, kiméra mRNS nem íródik le, így PCR 

technikával a transzlokáció az esetek kb. 1/3-ában, míg megfelelő iFISH eljárással 95-100%-

ban kimutatható (1.3.2.a-b.ábra) (47, 60, 61, 62, 63). A lágyrész tumorok molekuláris 

patológiájának fejlődése nyomán az iFISH fontos eljárássá vált az aspirációs citológiában is 

(64). Hasznos lehet a lenyomati készítményeken, fagyasztott blokkból kinyert magokon, sőt 

paraffinos anyagon is elvégezhető iFISH vizsgálattal fenotipikusan (morfológia, 

immunhisztológia) nem jellemezhető anapláziás jellegű daganatok patognómikus 

genotípusának megállapítása, mely gyakran terápia releváns (1.3.2.c-d.ábra). A fluorokróm 

valamint a filter technológiák rohamos fejlődésével lehetővé vált többszörös genetikai 

aberrációk (numerikus + strukturális) egy sejtmagban történő vizsgálata (1.3.3. ábra), melyek 

klinikai citológiai mintákon történő felhasználása is megindult. 

1.4. Klón specifikus genetikai vizsgálat iFISH-sel 

Konvencionális citogenetikai vizsgálat során – az eljárás lényegéből adódóan – nem 

lehet megállapítani egy adott metafázishoz tartozó ‘eredeti’ interfázis sejt fenotípusát 

(morfológia-immunfenotípus). Amennyiben a genetikai valamint fenotípus jellegű 

információk ugyanazon sejtféleségről rendelkezésre állnak, ez nem csupán a kétféle adatbázis 

statisztikai összegzését, hanem korrelált adatgyűjtést, minőségileg magasabb szintű 
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információt jelent. Ez lehet morfológiai paraméter és expresszió kvázi szimultán vizsgálata is 

(1.4.1. ábra).  Ugyanakkor nem csak elméleti – patogenetikai, de gyakorlati – terápiás 

jelentősége is van a kombinált fenotípus versus genotípus vizsgálatok végzésének. Ez a 

hagyományos morfológia, az immunhisztológia/citológia valamint az interfázis citogenetika 

ötvözésével – a digitális mikroszkópia nyújtotta lehetőségek felhasználásával – 

megvalósítható. A hagyományos alapfestés, az immunreakció majd az interfázis magon az in 

situ hibridizáció  egymást követően elvégezhető. A sorrendben mindenképpen utolsó kell 

legyen az iFISH reakció, hiszen az optimális feltáráshoz – próba penetrációhoz olyan 

előkezeléseket alkalmazunk, amelyek során a citoplazma nagyrészt elvész, a mag duzzad; 

tehát a morfológiai megítélés és azonosítás lehetősége nagyfokban csökken, a topográfia 

azonban megmarad. Így egy megfelelő objektum visszakereső rendszerrel ellátott mikroszkóp 

segítségével a procedúra egyes fázisaiban felvett képek szuperponálásával a feno-, és 

genotípus in situ rekonstruálható. Az eljárást FICTION (Fluorescent immunophenotyping and 

Interphase Cytogenetics as a Tool for Investigation Of Neoplasms) illetve MAC 

(morphology-antibody-chromosomes) technikának is hívják (65, 66, 67, 68, 69). E 

technológia alkalmazási területeire kiragadott példaként említhető a dysplasia-carcinoma 

kérdéskör (in situ lobuláris carcinoma, PIN, CIN) (70, 71, 72), ahol az eljárás a specifikus 

genetikai eltéréshez asszociált morfológia azonosításában nyújthat jelentős segítséget; az 

elkötelezetlen őssejt eredetű versus „lineage specific” myeloproliferációk terápiás 

szempontból fontos elkülönítése, különös tekintettel a Ph negatív krónikus 

myeloproliferációkra, a myelodysplasiás szindrómára és egyes acut leukaemiákra továbbá a 

minimális reziduális betegség területe illetve a posttranszplantációs kimérizmus kérdésköre 

(73, 66, 74, 75,76, 77) (1.4.2. ábra). 

Összességében valószínűsíthető, hogy az interfázis citogenetika – különösképpen 

MAC/FICTION eljárás formájában történő felhasználásával, - mintegy két évtizeddel az 

immunhisztológiai módszerek szélesebb körű elterjedése után, ahhoz hasonló jelentőségű, 

additív módszertanná fejlődik a patomorfológiai kutatások és diagnosztika területén (79, 80). 

Az iFISH technika valamint az automatizált fluoreszcens pásztázó (scanning) mikroszkópia 

(FSM) együttes alkalmazása továbbá az automatizált pásztázó lézer mikroszkópia (LSM) 

adatfeldolgozó sebességének további fejlődése – a modern képalkotó radiológiai eljárások 

mintájára – elvezethet ahhoz, hogy a könnyebben vizsgálható citológiai preparátumok mellett 

vastag szövet metszetek rétegeinek fenotípusa és genotípusa in situ szimultán előállítható 

legyen. 
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1.5. Tumor heterogenitás -  klonális expanzió 

A fénymikroszkópos megjelenés alapján a malignus daganatok jelenős részének 

heterogenitása valamint a malignitás fokának növekedésével, a klinikai progresszióval 

növekvő dedifferenciálódás, hisztológiai éretlenség fejlődési folyamata régről ismert a 

patomorfológusok számára. Ugyanakkor más esetekben, elsősorban akut és krónikus 

leukémiákban valamint limfómákban a szinte teljes morfológiai homogenitás mellett a 

molekuláris éra vizsgáló eljárásai kifejezett heterogenitást / polimorfizmust tártak fel. 

Malignus daganatok evolúciós modeljét először Nowel, P.C. (1976) körvonalazta (81). 

Hangsúlyozta a tumorok és leukaemiák egysejtes eredetét és a későbbiekben konzekutiv, 

egyre fokozódó növekedési előnnyel járó, igy klonális expanziót eredményező mutációk 

alapján történő lineáris evolucióját. A közelmúlt, elsősorban gyermekkori leukémiákon 

valamint bizonyos szolid tumorokon ( prostata karcinóma, hererák) folytatott experimentális 

valamint klinikai vizsgálatai megerősitették a tumorsejt evolúció koncepciót, de a Darwin-i 

egyedfejlődési modellel lényegében megegyező, faágszerően elágazó evolúciós modelt 

valószinűsitettek (82, 83, 84, 85). Meghatározásra kerültek a klonális expanzió szempontjából 

meghatározó illetve ebből a szempontból kevéssé lényeges ( u.n. ’driver’ vs passanger / 

hitchhiking) mutáció valamint a ’cancer initiating / propagating cell’ (rák őssejt) fogalmak. 

Elsősorban az utóbbi, további vizsgálatokkal alátámasztandó, alaposan gyanitott 

heterogenitása tehető felelőssé a therápiás kudarcok jelentős részéért és – paradox módon -  a 

rezisztens sejtekben kialakuló evolúciós nyomás kialakulásáért. Mindezek miatt a kérdéskör 

vizsgálata nem csak patogenetikai, de klinikai / terápiás szempontből is lényeges. 

1.6. Átvezetés           

A J. of Cell Science egyik 2003-as számának ’Fluorescence in situ hybridization: past, 

present and future’ című cikkében Jeffrey M. Levsky és Robert H. Singer a DNS-t/gént 

detektáló multi-target FISH kifejlődésének 6 mérföldkövét határozza meg (nukleotidok direkt 

fluoreszcens jelölése – kétszínű detektálás – háromszínű detektálás – combinatorial color 

coding – ratio color coding – COBRA) (86). Különös de ezek mindegyike kutatók egy szűk 

csoportjához és egy intézethez kötődött: Department of Cytochemistry and Cytometry 

(jelenleg: Department of Molecular Cell Biology), Leiden University Medical Center. A 

sorban az első mérföldkő a Feulgen díjas Jan G.J. Bauman nevéhez fűződik, akivel 1988-ban 

rövid ideig együtt dolgozhattam fluoreszcensen jelölt hibridek kvantitativ detektálása
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témakörben és aki meghatározta az in situ molekuláris technikák iránti elkötelezettségemet, 

mert patomorfológusként a morfologia/fenotipus asszociált genotipus sejtszintű 

meghatározásának lehetőségét láttam benne. 1990-92-ben a fenti cikk szerzőivel – akik 

viszont az mRNS/expresszió in situ hibridizációs detektálása fejlődésének több mérföldkövét 

jegyzik – a University of Massachusetts Medical Centerben egy légtérben dolgozhattam. S bár 

nem egy témakörben dolgoztunk, komoly szellemi hatásokat kaptam tőlük az in situ 

molekuláris technologiák területén. 1994 és 1997 között két EK-i pályázatot nyertem illetve 

ezekhez csatlakozhattam: 

1. Automation molecular cytogenetic analysis 

2. Development of diagnostic tools for molecular-cytogenetic detection of chromosomal 

abnormalities in oncology and genetics 

Az első egy átfogó és a fenti leideni intézetből irányított európai ’Consent Action’ típusú 

projekt volt, melynek Program Managing Group-jába – Közép Kelet Európa képviseletében – 

beválasztottak. A kibontakozó új technológia és szellemi áramlat a feno- és genotipus 

’egysejtes’, korrelált azonositása révén új morfológiai látásmóddal kecsegtetett, mely 

különösen újszerű megközelitést valószinűsitett a tumorsejtek klonális heterogenitásának és 

evolúciója vizsgálatának területén. A technológiát a 90-es évek elejétől Magyarországon 

terjesztve, a korrelált geno- / fenotipus vizsgálati know-how-t fejlesztve,  elsősorban a 

gyermekonkológiai valamint a felnőtt onko-haematologiai területen végeztünk vizsgálatokat 

tudományos kérdések megválaszolására. Ezek eredményeit a patológiai diagnosztika és a 

prediktiv patológia területeire is igyekeztünk bevezetni.  

Ennyi a szellemi–gazdasági–egészségügyi ’public benefit’-je annak a tevékenységnek, 

melynek közös kulcsszava a „interfázis fluoreszcens in situ hibridizáció, FISH”, s melynek 

tudományos közlemények formájában megjelent szemelvényeit a következő fejezetek 

tartalmazzák. A PubMed adatbázis szerint a ’FISH’ kulcsszóval publikált közlemények száma 

az elmúlt évszázad utolsó évtizedében 100 x-ra nőtt (86). 
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2. MÓDSZERTAN - BETEGANYAG 

2.1. A hiperdiploid gyermekkori pre-B acut lymphoblastos leukaemia szubklonális 

architektúrája 

2.1.a. Beteganyag 

Összesen 214 kezeletlen gyermekkori pre-B-sejtes acut lymphoblastos leukaemiás (pre-B-

pALL) beteg csontvelő mintáját vizsgáltuk, a lány / fiú arány 105/109-nek, az átlagéletkor 5.9 

évnek felelt meg. Ebből 194 de novo, 20 pedig relapsus betegség volt A diagnózis minden 

esetben a Pécsi Tudományegyetem Klinikai Központ (PTE-KK) Pathologiai Intézetében 

illetve jogelődje (1994 - 2000 között) által került felállitásra az aktuálisan érvényes 

morfológiai, fenotipus és genotipus kritériumok alapján (1, 2). Csak azok a pre-B-pALL 

minták kerültek további vizsgálatra, akiknél az alábbi 8-paraméteres iFISH analizisünk során 

hiperdiploid státusz került megállapitásra valamint negativak voltak t(9;22)(q34;q11.2) (BCR-

ABL1 gén fúzió), t(v;11q23) (MLL gén törés), t(12;21)(p13;q22) (ETV6-RUNX1 gén fúzió) és 

t(1;19)(q23;p13.3) (TCF3-PBX1 gén fúzió) genetikai abberációkra. 

2.1.b. iFISH próbák 

A 4, 6, 10, 17, 18 és az X kromoszómák numerikus abberációit kimutató centromer 

próbák (CEP – centromere enumeration probe) saját laboratóiumunkban rendelkezésre álltak 

a korábbi publikációknak megfelelően (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). A 14-es és 21-es kromoszómára 

lokusz specifikus próbát (LSI, locus specific identifier) terveztünk a következő adatbázisok 

felhasználásával http://www.ensembl.org, http://genome.ucsc.edu/, 

http://projects.tcag.ca/efish/ és http://bacpac.chori.org/. Korábbi komparativ genomikus 

hibridizációs (CGH) array adataink alapján olyan BAC klónokat választottunk, melyek a 14-

es illetve a 21-es kromoszóma stabil régióit fedték le: 25,309,486 – 26,165,333 illetve 

38,801,781 – 39,646,010. A próba lókuszok a GRCh37 (GCA_000001405.14) szerint 

kerültek megjelölésre. A CEP és az LSI próbák szenzitivitását, specificitását és a szignálok 

minőségét nemzetközileg elfogadott előirások szerint határoztuk meg (10). Az iFISH jelek 

intensitását, a fluoreszcencia erősségét, a próbák hibridizációjának sorrendjét valamint a 

próbák mennyiségét a próbák valamint az egyes fluorokrómok számos kombinációjában 

teszteltük annak érdekében, hogy az iFISH reakciókat optimalizáljuk. Ennek eredményeként 

az első kör próbamix (CEP mix) CEP4 (vörös), CEP6 (zöld), CEP10 (aqua) és CEP18 (gold), 

a 2. próbaszet (LSI&CEP mix) LSI14 (vörös), LSI21 (zöld), CEP17 (aqua) és CEPX (gold) 

komponensekből állt. 
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2,1,c. A FISH próbák processzálása és jelölése. 

A plasmid és BAC klónokat standard technikával növesztettük fel, izolálásukhoz High 

Pure Plasmid Isolation Kit-et (Roche Kft, Budapest, Hungary, Cat no. 11754777001) 

használtunk. Az izolátumok koncentrációját és minőségét NanoDrop 1000 

spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE), valamint a megfelelő 

restrikciós endonukleáz emésztéssel határoztuk meg. A tisztitott plasmid / BAC DNS 

mindegyikét random priming módszerrel, Green-dUTP, Red-dUTP (Enzo Life Sciences, 

Farmingdale, NY) valamint Atto425-dUTP (aqua) illetve Atto532-dUTP (gold) (Jena-

Bioscience GmbH, Jena, Németország) fluorescens jelölt nukleotidek továbbá BioPrime® 

DNA Labeling System (Invitrogen, Life Technologies Hungary Kft, Budapest, Magyarország       

) reagensekkel jelöltük, a gyártó útmutatásai alapján, mindegyik reakcióban 400 ng templát 

DNS-t használva. A jelölt DNS-t Illustra MicroSpin G-50 Columns (GE Healthcare, Budaőrs, 

Magyarország) oszlopon tisztitottuk, a jelölt termék koncentrációját ismét NanoDrop-pal 

mértük és gél elktroforézissel ellenőriztük. A jelölt próbákhoz 50X fölöslegben lazac sperma 

DNS-t, NH4-acetátot (végkoncentráció: 2.5 mM) és 10X Cot-1 DNS-t adtunk (az utóbbit csak 

az LSI próbákhoz, 75%-os hideg etanolban pricipitáltuk és hibridizációs pufferben (50 % 

ultrapure deionizált formamid, 2 x SSC, 50 mM nátrium foszfát , pH 7.00, 10 % dextrán 

szulfát MilliQ vizben) vettük fel.  Az optimalizált reakciókban a CEP próbák koncentrációja 

20 – 100 ng, míg az LSI próbáké 140 – 200 ng (4 x 35 ng – 4 x 50 ng) tartmányban mozgott a 

hibridizációs keverék 3 µl-ében. 

2.1.d. Hibridizációs eljárás 

 A 70 %-os etanolban fixált leukaemia sejtmintákat valamint a kontrol perifériás 

sejteket Carnoy oldatban átfixáltuk (24 h, - 20 ºC), kis alikvótokat tárgyelemezre 

csepentettünk és levegőn száradni hagytuk. Ezután a mintákat  RNázzal kezeltük (10 µg/ml 2 

x SSC, 10’, 37 ºC, párakamrában, 3 x 5’, 2 x SSC-ben mostuk refixáltuk 1 % 

paraformaldehid-PBS-ben (10’, 4 ºC), majd 2 x 5’ mosás PBS-ben, emésztés 0.01 % pepsin-

10 mM HCl-ban, mosás 2 x 5’ PBS-ben, postfixálás 1 % paraformaldehid -PBS-ben (10’, 4 

ºC), 2 x 5’ mosás PBS-ben, dehydrálás 5 – 5 percig  70 – 90 – 100 % etanolban és légszáritás 

következtek.  

3 l CEP hybmix elegyet tettünk minden mintára, melyeket 12 mm-es kerek 

fedőlemezzel fedtünk. A target és próba DNS-t együtt denaturáltuk 80 ºC-on, 3’-ig, a 

hibridizációkat Abbott ThermiBrite kamrában 37 ºC-on hajtottuk végre, éjszakán át. A 

posthibridizáció 2 x 5’ 2 x SSC / 0.1 % Tween 20, 37 ºC; 2 x 5’  50 % formamide / 2 x SSC, 
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pH 7.00, 44 ºC; 1 x 5’  2 x SSC / 0.1 % Tween 20, 44 ºC; 2 x 5’  0.1 x SSC, 60 ºC végül 

desztillált vizes mosást foglalt magába. Preparátumokat DAPI / Vectashield (Vysis, Downers 

Grove, IL) (0.005 µg/ml) oldattal fedőlemezzel fedtük és sötétben tartottuk az analizisig.. 

 A 2., LSI&CEP hibridizációs kör előtt a fedőlemezeket 0.1 % Tween 20 / 1 x PBS 

oldatban leáztattuk. A preparátumokat refixáltuk 2 x 5’ PBS-ben, dehidráltuk felszálló 

alkoholban a fentiek szerint és levegőn megszáritottuk. Ezután 3 l LSI&CEP hibmixet 

adagoltunk mintánként, a denaturációs és hibridizációs lépések, körülmények megegyeztek az 

első körben alkalmazottakkal. Posthibiridizáció: 2 x SSC / 0.1 % Tween 20, 2 x 5’, 37 ºC; 50 

% formamide / 2 x SSC, pH 7.00, 2 x 5’, 37 ºC; 2 x SSC / 0.1 % Tween 20, 1 x 5’, 37 ºC. A 

preparátumokat végül desztillált vizben öblitettük és DAPI / Vectashield (0.005 µl / ml) 

oldattal, fedőlemezzel fedtük, sötétben tároltuk. A rehibridizációs eljárást úgy is ellenőriztük, 

hogy a 2. körben próbákat nem alkalmaztunk. Sem kontrol, sem leukaemiás sejteken nem 

észleltünk az 1. körből származó négyszinű fluorokrómnak megfelelően reziduális jeleket. 

2.1.e. A multiplex iFISH (MiFISH) jelek kiértékelése. 

Mindegyik próbaszettel történő jelölés után a lemezeket motorizált multifunkciós mikroszkóp 

rendszerrel (Zeiss Axioplan-MOT II., Feldbach, Németország) analizáltuk. A mikroszkóp 

komputer kontrollált, motorizált, pásztázó tárgyasztallal, X-Cyte lámpával, kvarc optikai 

szálas megvilágitással, motorizált fluoreszcens szűrőtartóval és hütött CCD kamerával volt 

felszerelve. A rendszert MetaCyte és Isis modulokból álló Metafer 4.0. szoftver (Metasystems 

GmbH, Altlussheim, Németország) müködtette. Az első próbaszettel (CEP) történő 

hibridizációt követően a lemezeket beszkenneltük korábban meghatározott alapvető sejtmag 

felismerési morfológiai paraméterek alapján és az 1000 sejtmag képét a DAPI csatornában, a 

3D koordinátákkal együtt, tároltuk (11, 12). A szignál mintázatot manuálisan értékeltük ki és 

addig folytattuk, amig egyértelmű, mind a négy szincsatornában azonositható jeleket 

tartalmazó legalább 300 sejtmagot  regisztráltunk. Az egy vagy több csatornában nem 

egyértelműen azonositható jeleket tartalmazó sejtmagokat kizártuk. A 2. próbaszettel 

(CEP&LSI) történő hibridizációt követően a korábban azonositott / regisztrált sejtmagokat 

relokalizáltuk, mely 8-próbás korrelált iFISH analizis lehetőségét adta egysejt szinten. Az 

adatfeldolgozás során csak azon sejtmagokat vettük figyelembe, melyekben mind a 8 FISH 

próba legalább 1 értékelhető jelet adott. Kontrolként 19 egészséges felnőtt perifériás 

vérsejtjeit hibridizáltuk a 2 x 4 DNS márkerrel, a kromoszóma iFISH jeleket 600 – 600 

sejtben három vizsgáló értékelte ki. 
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2.1.f.Statisztikai feldolgozás. 

A szignál álpozitivitás határát Poisson eloszlás (SPSS 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL) 

alapján, normál diploid kontrol sejteken határoztuk meg a fentiek szerint.A betegminták 

esetében az aneuploidia kombinációkat cask akkor tartottuk valódinak, ha mindegyik 

kromoszóma aneuszómia szintje az álpozitivitás felett volt. A klonális evolució matematikai 

modelezésére csoport (‘cluster’) és hálózat (‘network’) analizist végeztünk MEGA 5 és 

NETWORK 4.6.1. szoftverek segitségével, továbbá Steiner-fa paramétereket vizsgáltunk 

(13,14). A cluster és network analizist a beteganyag különböző alcsoportjain úgy vizsgáltuk, 

hogy minden egyedi szubklónt figyelembe vettünk vagy csak azokat, melyek legalább két 

kópiában fordultak elő egy betegben. 

Fals monoszómia a 8 kromoszóma vonatkozásában 0.8 % és 4.4 % között mozgott, a 

legalacsonyabb férfiakban az X kromoszóma esetében volt (0.05 %). Fals triszómia 0.1 % - 

1.0 %  között fordult elő. Két szignál vesztését vagy nyerését olyan alacsony (elhanyagolható) 

arányban találtunk, hogy emiatt sejtet kizárni nem kellett a betegmintákban. Miután 2 x 4 

próbás MiFISH tesztünkhöz 100 %-os triszómiás kontrol nem állt rendelkezése, különböző 

addicionális kisérleteket végeztünk az aneuszómia meghatározásunk pontosságának jobb 

megitélésére. Arteficiális triszómia (egy szomatikus és az X kromoszóma egyforma szinben 

történő jelölése) 3 férfi kontrol sejtjein 5.3 % fals diszómiát és 0.6 % fals tetraszómiát adott. 

Betegmintákban 5 x ismételt MiFISH reakció, egyenként 3 vizsgáló által kiértékelve, mind a 

CEP illetve az LSI próbákra 4.7 (2.6 – 6.0) és 4.0 (2.3 – 6.5) átlagos standard deviációt 

mutatott. Sejtvonalon (69, XXY triploid sejtvonal /30-805717; Vysis ProbeCheck Prenatal 

Control Slides for FISH; Abbott Molecular Inc., IL, USA/) 18-as és 21-es triszómiát valamint 

X diszómiát két komplett MiFISH teszt során, két vizsgáló által kiértékelve  95.5 % +/- 2.2 %, 

95.7 % +/- 1.3 % és 97.2 % +/- 1.0 % pontossággal tudtunk azonositani.,  

A MEGA 5 és NETWORK 4.6.1. szoftverekkel végzett klonális evolució analizishez 

különböző, Steiner-fa asszociált paramétereket számoltunk. A Steiner-fa egy betegben az 

egymáshoz képest legkisebb genetikai különbséget (mutációt), esetünkben 1 kromoszóma 

nyerését, mutató szubklónok legrövidebb hálózata. Az egymástól egységnyi genetikai eltérést 

mutató szubklónok közötti távolság 1 egységnyi, míg a pl. 5 x egységnyi genetikai eltérést 

mutató, összekötött szubklónok között 5 x egységnyi a távolság (a közöttük levő egységnyi 

eltérést mutató szubklónok vagy nem léteznek /5 mutáció egyszerre fordul elő/ vagy nem 

kerültek azonositásra, az alacsony arányuk miatt). A Steiner-fa egyes távolságainak összege 

adja a Steiner-fa hosszát. Az utóbbi matematikai korrelációja az azonositott szubklónok 
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valamint a feltételezett szimultán mutációk számával informál arról, hogy egy populációban 

(esetünkben egy daganatsejt populációban) a genetikai változások szekvenciálisan vagy 

szimultán történnek.
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2.2. t(12;21)(p13q22) pozitiv gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia: 

Epidemiológia, prognosztika és reziduális betegség 

2.2.a. Beteganyag  és kontrol sejtek 

A t(12;21)(p13;q22) incidenciájára és a gyermekkori acut lymphoblastos leukémia 

prognosztikai csoportjaiban történő megoszlására irányuló vizsgálatok tárgyát a Magyar 

Gyermekonkológiai Munkacsoport egyes regionális centrumaiban (Debreceni OTE, 

Gyermekklinika, Debrecen; Fővárosi Önkormányzat Madarász utcai Gyermekkórháza, 

Budapest; Pécsi OTE, Gyermekklinika, Pécs; Református Egyház Bethesda Gyermekkórháza, 

Budapest; Semmelweis OTE, I. sz. Gyermekklinika, Budapest; Semmelweis OTE, II. sz. 

Gyermekklinika, Budapest; Szegedi OTE, Gyermekklinika, Szeged; Vas megyei 

Markusovszky Kórház, Szombathely; B.-A.-Z. megyei Kórház, Miskolc; Heim Pál 

Gyermekkórház, Budapest) 1995-99 között észlelt 130 ALL-es gyermek natív, EDTA-val 

alvadásgátolt csontvelő (126 esetben) vagy vér (4 esetben) mintái képezték. A betegeket a 

ALL-BFM-95 therápiás stratifikálási protokoll előirásai szerint standard rizikójú (SR), 

közepes malignitású (MR) és magas malignitású (HR) csoportva soroltuk. A Pécsi OTE 

Pathologiai Intézetében történtek az interfázis citogenetikai és molekuláris biológiai (RT-

PCR) valamint áramlási citometriás vizsgálatok. Az utóbbi leletek alapján immunfenotípus 

besorolás történt (1). 

Az automatizált reziduális leukaemia sejt detektálási tanulmányunkban CD10+ és 

ETV6/RUNX1+ sejtvonal (DSMZ, Braunschweig) szolgált pozitiv kontrolként, míg a 5 

egészséges felnőtt grádiensen izolált perifériás mononukleáris sejtjei voltak a negativ kontrol 

elemek. Ezekből a pozitiv sejtekre nézve 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 és 10  %-os higitást 

készitettünk, 3 paralelben. 

A kombinált egysejtszintű feno- és genotipus vizsgálatokon valamint kvantitativ, 

leukaemia specifikus  PCR módszerek alkalmazásán alapuló t(12;21)+ pre-B-pALL 

monitorizálási tanulmányunkban a 2 -  17 év közötti (median: 6.1 év) 14 beteg 63 csontvelő 

mintáját vizsgáltuk. A diagnózis a PTE, Patológiai Intézetében, standard WHO kritérium 

szerint került felállitásra, minden beteget az ALL IC-BFM 2002 protokol 

(http://www.sld.cu/galerias/pdf/sitios/hematologia/all_ic-bfm_2002_-_bp.pdf) szerint 

kezeltek. A követés időpontjai ( és a rendelkezésre álló mintaszám) a következők voltak: 15. 

nap (d15; 11 minta), 33. nap (d33; 14 minta), 12. hét (w12; 10 minta) és 5 hónap (m5; 14 

minta). Legalább 60 hónap követés minden beteg esetében rendelkezésre állt. Egy beteg (#1) 
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a 24. hónapban relabált, de újra teljes remisszióba került, egy másik beteg (#7) lokalizált 

meningeális relapszust mutatott a 22. hónapban. 

2.2.b. t(12;21) detektálása RT-PCR-rel 

A reakcióhoz az ALL-es gyermekek fehérvérsejtjeiből Trizol reagenssel (Gibco BRL, MD) a 

gyártó előírása szerint izolált teljes RNS-ből 1 g-ot használtunk. Pozitív kontrolként a 

transzlokációt hordozó REH sejtvonalat (DSMZ, Braunschweig, Germany) alkalmaztuk. A 

reverz transzkripciót 50 mM Tris/HCl (pH: 8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM 

dithiotreitol (DTT) tartalmú pufferben (Appligene, Oncor, France), 37C-on egy órán 

keresztül végeztük 5 U MMLV reverz transzkriptáz (Appligene, Oncor, France), 0,5 mM 

dNTP elegy és 2-2 pmol primer jelenlétében. A vizsgált génszakasz sokszorosítása PCR 

készülékben (MiniCycler, MJ Research) 5 perc 94C elődenaturálás után, 1 perc 94C 

denaturálás, 1 perc 60C primer kapcsolódás, 1 perc 72C elongációs körülményekkel 40 

cikluson keresztül történt, majd 10 perc 72C végső elongációval zárult. A PCR elegy 30 mM 

Tris/HCl-t (pH8.3), 50 mM KCl-t, 1 mM MgCl2-ot, 1 U Taq polimerázt (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO), 200 M dNTP-t és egyenként 15-15 pmol primert tartalmazott. A 

reakcióhoz a Cayuela és mtsai (1996) által leírt primereket használtuk: TEL (5’CGT GGA 

TTT CAA ACA GTC CA3’), AML1 (5’CTC GCT CAT CTT GCC TGG3’), melyek a TEL 

5. exonján és az AML1 3. exonján helyezkedtek el (2). Az RNS izolátum minőségét minden 

esetben az Abelson mRNS 2-es és 3-as exonja közötti szakasz amplifikációjával ellenőriztük 

(3). Az RNS minőségét csak ezen szakasz amplifikálhatósága esetén tekintettük 

elfogadhatónak. Az RT-PCR termék vizsgálata 2%-os agaróz gélelektroforézissel történt. 

2.2.c. Immuncitokémia szkenning mikroszkópos vizsgálatra 

 Silanizált tárgylemezek 24 mm
2
-es területére 5 x 10

5 
mosott és RPMI-ben felvett 

mononuclearis sejtkeverékből citospin preparátumokat készitettünk, a lemezeket levegőn 

száritottuk és 4 C-on, 20 percig 3.7 %-os formaldehid oldatban fixáltuk. A 

sejtpreparátumokat 2 x 5’, 900 W mikrohullámú kezelésnek tettük ki 0.01 mol/L, pH6.0 citrát 

pufferben, melyet PBS öblités követett. A nem specifikus kötést 1,3,5 trinitrobenzén oldattal 

(Boehringer Mannheim) blokkoltuk. A primér antitest jelöletlen egér anti-CD10 (Novocastra) 

volt, a reakciót biotinilált anti-egér antitesttel (DakoCytomation) és avidin-FITC-cel (Vector 

Laboratories) hivtuk elő. Az utófixálást (3.7 % formaldehid, 10’, 4 C) detergenses mosás és 

etanolos száritás követte. A lemezeket Vectashield-DAPI, 0.005 g/ml oldattal (Vector)  

fedtük. 
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2.2.d. Szkenning fluoreszcens mikroszkópia (SFM) 

 Az automatizált szkenneléshez és analizishez Axioplan Mot-2 (Zeiss), 8 tárgylemezes 

motorizált tárgyasztallal, magas feloldású B-W kamerával (CV-M1, JAI) felszerelt 

mikroszkóp állomást használtunk, melyet a Metafer 4.0 (MetaSystems Int.) szoftver 

működtetett (képrögzités, processzálás és citometriai mérések). A mikroszkóp 100-W HBO 

lámpával, DAPI, FITC, SpGreen és SpOrange filterekkel valamint Zeiss Fluar 10x/0.5, Plan-

Neofluar 40x/0.75 objektivekkel volt felszerelve. 

2.2.e. Sejtazonositás és immunfenotipizálás SFM-mel 

 A sejtmag azonositásra és a CD10 detektálására 10x objektivet és a Metacyte szoftver 

modult használtuk. Virtuális grid autofókuszálást követően közeli, nem átfekvő képek 

felvétele történt az egész szkennelési területről DAPI csatornában, mindegyik előtt 

finomfokuszálással. A DAPI+ objektumokat sejtmagnak tekintettük a következő paraméterek 

alapján: háttérfestés objektum küszöb 18%; minimum objektum terület, 20 m
2
; maximum 

objektum terület, 350 m
2
; max. relativ konkavitás mélység, 0.5; max. aspektus ráció, 3.5. Az 

objektum nélküli képeket valamint a csak részlegesen felvett DAPI objektumot tartalmazókat 

töröltük. A képek és objektumaik koordinátáit későbbi relokalizáció céljából a rendszer 

rögzítette. 

 Ezután a CD10 immunjelölődés átlagos pixel intenzitását mértük fix (0.58 s) 

integrációs idő mellet, a FITC szignál csatornában, DAPI objektumonként. A pixel intenzitást 

a kontrol csatornában (SpOrange) autofluoreszcens korrekciós célból ugyancsak mértük. A 

rendszer a DAPI, FITC és SpOrange csatornában felvett képeket galériába, RGB formátumba 

helyezte az egyes csatornákban mért pixel intenzitások eloszlás hisztogramjaival együtt. 

Ennek alapján a CD10+ objektumokat a CD10- illetve autofluoreszcens objektumoktól 

elkülönitettük és csak az első, CD10+ nem autofluoreszcens objektumokon vizsgáltuk a 

későbbiekben elvégzett ETV6/RUNX1 iFISH jeleket. 

2.2.f. Interfázis fluoreszcens in situ hibridizáció (iFISH) 

 Az iFISH procedúrát az immuncitokémiai jelölés után hajtottuk végre. A 

fedőlemezeket 0.005 % Tween 20/PBS-ben áztattuk le, majd 2x PBS-ben mostuk, majd 

éjszakán át Carnoy oldatban, - 20 C-on, tartottuk. Légszáritás után a TEL/AML1 SpGreen és 

SpOrange, az ETV6/RUNX1 átrendeződésre specifikus fúziós, kétszinű extraszignálos próbát 

alkalmaztuk a gyártó (Vysis Inc.) útmutatása alapján. Negativ mag: 2 zöld, 2 piros jel; pozitiv 

mag: 1 fúziós jel, 1 zöld és 2 piros jel. 
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2.2.g. Relokalizáció és iFISH analizis 

 A relokalizációt a tárolt galéria képek alapján a Metafer 4.0 szofver végezte. A 

relokalizált magokat az Isis module mind SpGreen, mind SpOrange csatornában (40x 

objektiv, 6 fokusz sik vizsgálata, sikok közötti távolság 0.40 m) rögzítette. A jelmintázatot a 

korábbi munkánkban megadott eljárás szerint analizáltuk a legjobb fókuszpontú, összerakott 

zöld és piros csatornás képeken (4). 

2.2.h. Áramlási citometria 

 A CD10+ sejtarányt a pozitiv / negativ sejt higitási sorokban FITC-CD10 antitesttel 

(DakoCytomation) történő jelölést követően FACSort készülek (BD) segítségével határoztuk 

meg. 

2.2.i. DNS és RNS alapú, leukaemia klón specifikus molekuláris vizsgálatok 

 2 x 10
7
 mononukleáris csontvelői sejtből izoláltunk standard módszerekkel DNS és 

RNS-t. Monoklonális immunglobulin nehézlánc (IgH), T-sejt receptor (TCR) delta illetve 

kappa-deletáló elem (KDe) meghatározáshoz csoport (’family’) specifikus primereket és 

PCR-t használtunk (5, 6, 7). A klonális génátrendeződések termékeit szekvenáltuk. A 

csiravonal V, D, J gének junkcionális régióiban a klón specifikus szakaszok azonosítására 

BLAST (www.ncbi.nih.gov) (8) és IMGT (www.imgt.cines.fr) (9) szekvencia azonosító 

szoftvereket használtunk. Az RQ-PCR vizsgálatot, csiravonal reverz primerekkel és 

próbákkal, az irodalom alapján végeztük el (10, 11, 12). A ’forward’ junkcionális régió 

specifikus primereket Oligo 6 Primer Analysis Software (Molecular Biology Insights Inc., 

Cascade, CO) segítségével terveztük. A TEL/AML1 fúziós transzkript detektálására és 

kvantálására ’nested’ RT-PCR és RQ-RT-PCR eljárásokat használtunk, melyeknél a 

primereket, a fluoreszcens hibridizációs próbákat valamint a protokolokat az irodalom alapján 

alkalmaztuk (13, 14). 

2.2.j. Szkenning fluoreszcens mikroszkópia (SFM) a t(12;21)+ pre-B-pALL 

monitorizálásában  

A módszert, beleértve a sejtszeparációt, a mennyiségi tartományt, a kiértékelési 

kritériumokat már korábban kidolgoztuk és közöltük (15, 16). A CD10-re fluoreszcensen 

jelölt csontvelői citológiai preparátumokat Metafer 4.0 rendszerrel (Metasystems GmbH, 

Altlussheim) szkenneltük. Ugyanazon preparátum rákövetkező iFISH jelölését és vizsgálatát 

kétszinű, direkt jelölt, extraszignálos fúziós próbákkal (Vysis-32-191005, Vysis Inc., Illinois) 

hajtottuk végre. A CD10+ sejteket relokalizáltuk és iFISH jeleiket analizáltuk. Átlagosan 
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27,050 sejtet szkenneltünk citoprepenként. A kombinált módszer szenzitivitása és 

specificitása 98.67% illetve 99.97% volt.  

2.2.k. A kvantitativ DNS, RNS és egysejtes kombinált minimális reziduális betegség (MRD) 

adatok összehasonlitása 

 Egy betegség egy bizonyos márkere, egy követési időpontnál, egy specifikus 

módszerrel meghatározott valamint a kezeletlen betegség ugyanezen márkere mennyiségeinek 

aránya jellemezte a betegben a tumorsejt higulást. Ezen paraméter határozta meg az MRD 

mértékét. A tárget fentiek szerinti relativ mennyiségének negativ logaritmusa irta le az MRD 

exakt értékeit. Ha ugyanzon mintában kettő vagy több DNS márker vonatkozásában az RQ-

PCR analizis különböző MRD szintet igazolt, a magasabb MRD értéket vettük az 

értékelésben alapul.
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2.3. Ph+/bcr-abl átrendeződés pozitív betegségek vizsgálata iFISH-sel 

2.3.1. Ph+/bcr-abl átrendeződést mutató acut és chronicus myeloproliferativ betegségek 

heterogenitásának vizsgálata 

2.3.1.a.Beteganyag 

2.3.1.a.1.Acut lymphoblastos leukaemiában szenvedő, chronicus myeloproliferativ 

betegség anamnézissel nem rendelkező 6 gyermek és 11 felnőtt sejtvonal specifikus genetikai 

sajátosságait vizsgáltuk. Csak egy betegnél (5. számú) volt enyhe hepatosplenomegalia a 

felvételnél, de éretlen illetve intermedier differenciálódású myeloid elem egyik beteg perfériás 

vérkenetében sem volt detektálható. 

2.3.1.a.2.  A Pécsi Orvostudományi Egyetem Pathologiai Intézetében 1996-1999 

között észlelt és diagnosztizált 64 essentialis thrombocythaemiás (ET) beteg volt a tanulmány 

tárgya. A vizsgálatok időpontjában mindegyik beteg kezeletlen volt és a Polycythemia Vera 

Study Group kritériumait figyelembe véve a laboratóriumi és klinikai paraméterek 

megfeleltek ET-nek (1). Crista biopsia, csontvelő aspirátum és vérminták minden beteg 

esetében rendelkezésre álltak.  

2.3.1.b. Molekuláris vizsgálatok  

2.3.1.b.1. RNS izolálás. Az RNS mintákat 2x10
7
 fehérvérsejtből, TRIZOL

R
 reagens 

(Gibco BRL, Gaithersburg, MD) felhasználásával a gyártó instrukciói szerint nyertük és 

DEPC-vel kezelt vízben 3 g/l koncentrációban oldottuk fel. 

2.3.1.b.2. RT-PCR.  Az RT-t10 l pufferben, 37
o
C-on 1 óráig végeztük a következő 

komponensek jelenlétében: 3.0 mmol/L MgCl2, 75 mmol/L KCl, 50 mmol/L Tris-HCl, pH 8.3 

(Oncor, Gaithersburg, MD), mindegyik PCR reakció antisense primer-jéből 150 nmol/L, 500 

mol/L mindegyik dNTP-ből (Life Technologies, Gaithersburg, MD), 2.5 U MMLV-RT, 

(Oncor, Gaithersburg, MD) és 0.6 g teljes celluláris RNS. Az M-bcr PCR teszt ‘nested’ 

verzióját Lion és mtsai szerint (2) végeztük: sense primer 5’-TTCAGAAGCTTCTCCCTG-3’, 

antisense primer (1. reakció) 5’-CTCCACTGGCCACAAAAT -3’, antisense primerek (2. 

reakció) 5’-GTGAAACTCCAGACTGTC-3’ és 5’-CAACGAAAAGGTTGGGGT -3’. Az m-

bcr PCR teszt Nakamura és mtsai szerint (3) történt. Az RNS minőségét az abl 2–3 exonjának 

amplifikálásával ellenőriztük Hermans és mtsai szerint (4), de 2.0 mmol/L MgCl2-ot és a 94 

C 1 perc, 50 C 1 perc, 72 C 1 perc ciklusból 40-et használtunk: sense primer: 5’-

CAGCGGCCAGTAGCATCTGACTT-3’, antisense primer 5’-

TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG-3’.  
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2.3.1.b.3. Human androgen receptor assay (HUMARA). A DNS izolálás standard 

fenol-kloroform extractioval történt. A HUMARA Allen és mtsai módszerének (5) módosított 

változatával készült. 3 x 10
3
 szortírozott sejtből nyert DNS-t 10 U HpaII és 10 U 

HhaImetiláció szenzitív restrikciós endonukleázzal 20 µl Multi-Core pufferben (Promega, 

Madison, WI, USA) 37C-on, 12 óráig emésztettük. Ezután a DNS 2.5 x volumen 100%-os 

etanolban precipitáltuk, majd desztillált vízben feloldottuk. A 10 µl PCR reakció elegy ezt a 

DNS tartalmazta valamint a továbbiakat: 200 µM mindegyik dNTP-ből (GibcoBRL, 

Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), 0,5 U RedTaq DNS polimeráz, 1 µl RedTaq 

PCR puffer (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 3 pmol mindegyik primerből (5' GCT GTG 

AAG GTT GCT GTT CCT C 3' valamint 5'AGA GGC CGC GAG CGC AGC ACC TC 3'). 

Az amplifikáció MJR Minicycler (MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA) 

készülékben történt a következő programmal: predenaturáció 94C 5 perc, majd 35 ciklus a 

94C 40 msp, 68C 40 msp, 72C 1 perc, végső elongáció 72C, 5 perc. A teljes volument 

8%-os nem-denaturáló poliakrilamid gélen 120 V, 25 mA mellett éjszakán átfuttattuk. A gélt 

SYBR Gold-dal (MolecularProbes, Eugene, OR, USA) festettük. A polaroid képeket 

digitalizáltuk és denzitometriásan NIH Image 1.62 software-rel analizáltuk. 

2.3.1.b.4. Bcr-abl átrendeződés kimutatása interfázis citogenetikával. A fehérvérsejt 

koncentrátumból vagy vérből készült, HE-nal vagy MGG-val festett citospin preparátumokat 

50%-os ecetsavban utófixáltuk és levegőn szárítottuk. Az átrendeződés kimutatása során LSI 

bcr-abl dual color DNA kit-et (Vysis Inc. DownersGrove, ILL.) használtunk és a gyártó 

útmutatásait követtük. A hibridizáció és az előhívás után a lemezeket DAPI/Vectashield 

mediummal (VectorLaboratories, Inc. Burlingame, CA) fedtük. Normál interfázis magokban 

az eljárást követően zöld illetve piros színekben 2-2 szignált látunk (bcr – SpectrumGreen; abl 

– SpectrumOrange). Ph pozitív magokban az egyik bcr-abl génkópia juxtapoziciója miatt az 

egyik zöld és piros szignál sárga fúziós jelként jelenik meg, mely az átrendeződés 

bizonyítéka. Hármas ‘bandpass’ filterrel (VY-DGO; Vysis Inc. DownersGrove, ILL.) 

felszerelt Zeiss Axioskop epi-illuminációs fluorescens mikroszkópot használtunk a 

kiértékeléshez. A fals pozitivitást 3 egészséges egyén egyenként 500 perifériás vérsejtjének 

vizsgálatával határoztuk meg, az érték 3.4% -nak adódott, ezért a fals pozitivitás határaként az 

átlag + 2 SD = 4.8 % értéket kerekítve 5%-ban jelöltük meg.  
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2.3.1.c. Sejtvonal specifikus genetikai analízis iFISH-sel és digitális mikroszkópiával  

A HE illetve MGG festett citospin preparátumokat vagy keneteket transzmissziós fény és 

epi-illuminációs fluoreszcens üzemmódban is működő, léptető motorral és 3-CCD színes 

kamerával (model HV-C20; HitachiDenshi, Ltd. Tokyo,) valamint hármas ‘bandpass’ filterrel 

felszerelt Zeiss Axioskop mikroszkópban vizsgáltuk. Vegyes sejtpopulációkat tartalmazó 

látómezőket digitalizáltunk, a hozzájuk tartozó X-Y koordinátákat rögzítettük. Ezután a bcr-abl 

átrendeződés specifikus iFISH eljárást elvégeztük, majd az áteső fényben rögzített képeket 

relokalizáltuk. A FISH szignálokat csak a DAPI képek alapján intaktnak ítélt magokban 

értékeltük ki. A tárolt transzmissziós fénymikroszkópos valamint a fluoreszcens képek 

összehasonlítása alapján megállapítottuk, hogy a morfológiailag azonosítható lymphoblastok, 

érett myeloid elemek, reaktív lymphocyták és erytroblastok a transzlokációra pozitívak vagy 

negatívak voltak. Így lemezenként átlagosan 150 sejtet tudtunk vizsgálni, melyek 32-93 %-a 

lymphoblast volt morphologiailag.  

2.3.1.d. Áramlási citometriás fenotipizálás 

Az immunglobulin (Ig) nehéz és könnyűláncokon kívül a többi felszíni antigén 

háromszínű jelöléséhez teljes vérmintákat használtunk. 100 μl vérhez 20 μl FITC vagy 

phycoerythrin jelölt anti-CD illetve PerCP jelölt anti-CD45 antitesteket adtunk, 30 percig 

szobahőn inkubáltuk, majd FACS-Lysing oldattal (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA) 

távolítottuk el a vörösvértesteket. Ezt PBS mosás majd 1%-os paraformaldehid fixálás 

követte. A következő márkereket vizsgáltuk: CD3, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD19, 

CD22, CD33, CD34, CD45, CD61, CDw65, HLA-DR, sIg könnyűláncok, felszíni és 

intracytoplasmatikus (i.c.) μ-lánc, myelo-peroxidáz, lactoferrin, TdT (BDIS ill. DAKO A/S). 

A felszíni kappa és lambda könnyűláncok valamint a -nehézlánc jelöléshez a sejteket 

denzitás grádiens centrifugálással nyertük a vérmintákból. Minden más lépés megegyezett a 

sejtfelszíni antigéneknél használtakkal, de a procedúra végén a fixálást mellőztük. Az i.c. 

antigének detektálására FIX & PERM permeabilizációs kit-et használtunk a gyártó előírásai 

szerint (Caltag Laboratories, San Francisco, CA). A méréseket három fluoreszcens paraméter 

detektálására alkalmas FACSort típusú áramlási cytométerrel végeztük (BDIS). A mérések 

során használt erősítéseket és színkompenzációt normál humán vérből származó leukocytákra 

állítottuk be manuális módon a CellQuest szoftver (BDIS) segítségével. A mérések 

eredményeit ugyanezzel a szoftverrel értékeltük ki.  10000 sejtről/minta gyűjtöttük az 

adatokat. A blastok arányát a CD45 vs SSC hisztogram valamint a CD10 és CD34 pozitivitás 

alapján is számoltuk. A blastok arányát a két érték átlagaként határoztuk meg. 
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2.3.1.e. Hisztológia–Citokémia – Immunhisztológia 

 A crista biopsiás mintát 4%-os formalinban fixáltuk 24 óráig majd EDTA oldatban 

dekalcináltuk további 24 óráig. A szövettani minta standard eljárással került víztelenítésre és 

paraffin beágyazásra. A 4 μm-es paraffinos metszeteket haematoxilin-eosinra, PAS-ra és 

Giemsa-ra festettük. A perifériás vér és csontvelő keneteket May-Grünwald Giemsa-val 

festettük és Berlini kék, myelo-peroxidáz, kloroacetát észteráz, alfa-naftil acetát észteráz (pH 

5.8 and 7.2) valamint alkalikus és savi foszfatáz (tartaráttal illetve anélkül) citokémiai 

reakciókat végeztünk rajtuk. A paraffinos metszeteken a nukleoláris organizációs régiót 

(NOR) ezüstözéssel tüntettük fel (Ag-NOR) (6). A megakaryocyta specifikus 

immunhisztologiai jelölésre anti-human von Willebrand faktor (vWF) primér antitestet 

(DAKO A/S, Glostrup, Denmark) használtunk, az immunhisztológia további részletei a 2.4.b. 

pont alatt találhatók. 

2.3.1.f. Képanalízis–Morfometria 

A digitális képeket 3-CCD színes kamerával (HV-C20 model, HitachiDenshi, Tokyo, 

Japan) és IMAN, version 1.4 képanalizáló software-rel (MTA-KFKI-ATKI, Budapest, M.o.) 

felszerelt Zeiss Axioskop transzmissziós fénymikroszkóp munkaállomáson rögzítettük és 

analizáltuk. A vertikális és horizontális kalibrációt valamint a pixel – mikrométer konverziót 

mikronbeosztású mikroszkóp lemez (Graticules Ltd., Tonbridge, England) segítségével 

végeztük. A digitális képeket a 0–255 skálára normalizáltuk. A bcr+ valamint a Ph+ ET 

betegek crista biopsiájának 5 széria metszetében 3 paramétert – a csontvelő cellularitását, a 

megakaryocyták méretét és a teljes NOR area/megakaryocyta mag értéket – mértünk. 

Ugyanezen paramétereket, kontrolként, 8 bcr-, Ph- típusos ET betegben valamint 8 bcr+, Ph+ 

típusos CML betegben is vizsgáltuk. Három kontrol CML beteg a b3/a2, 5 pedig a b2/a2 bcr-

abl kiméra mRNS-t expresszálta, a Ph+ vérsejtek aránya 67% és 91% között mozgott.  

CELLULARITÁS. Ez a paraméter a haemopoetikus parenchyma valamint a teljes 

intertrabeculáris terület arányát jelenti és %-ban adtuk meg. Az intertrabeculáris területet 

grafikus tábla segítségével interaktívan jelöltük és határoztuk meg a HE-ra festett széria 

metszetek teljes hosszában. A haemopoetikus parenchyma által elfoglalt illetve attól mentes 

(pl. zsírsejtek, erek) területeket interaktív szürkeségi fok alapú diszkriminációval és méret 

filterrel határoztuk meg.  

MEGAKARYOCYTA MÉRET. A Megakaryocytákat a vWF immunhisztologiai festés 

alapján azonosítottuk majd szürkeségi fok alapján diszkrimináltuk és mindegyik sejt teljes 

területét külön-külön lemértük.  
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TOTAL NOR AREA/MEGAKARYOCYTA MAG. Ezt a paramétert az Ag-NOR-ra festett 

széria metszeteken nyertük. A megakaryocytákat morfológiailag azonosítottuk és a total NOR 

areat megakaryocytánként a korábban leírtaknak megfelelően (7) mértük. 

2.3.1.g. Áramlási citometriás sejtszortírozás 

A szortírozás céljára a vér illetve a csontvelő mintákat anti-human CD45-RPE-Cy5 

(DAKO A/S, Denmark) antitesttel jelöltük a gyártó instrukciói szerint, a sejtszeparálás 

FACSort flow citometerrel (BDIS, San Jose, CA, USA) történt. A szortírozó kapukat a 

lymphocyta és granulocyta populációkra helyeztük a CD45/SSC hisztogrammon. Átlagosan 

10
5 

lymphoid valamint myeloid sejtet nyertünk mintánként. A szortírozott sejteket TE puffer-

ben (pH 9),–20C-on tartottuk a DNS kivonásig. 

2.3.1.h. Metafázis citogenetika 

A kromoszóma vizsgálatok a standard módszerek alkalmazásával történtek (POTE, 

Gyermekklinika). Csontvelőből direkt feldolgozással és 24 órás inkubálást követően, vérből a 

lymphocyták 72 órás fitohemagglutinines tenyésztése után készítettünk preparátumokat. 

Legalább 25, de lehetőleg 50 mitózist elemeztünk ki. Eredményeink között a készítmények 

értékelhetősége mellett a modalis kromoszómaszámot, az aberráns klónok százalékos arányát 

és a strukturális elváltozásokat is megadtuk. Egyes minták feldolgozására a Szent László 

Kórház Citogenetikai Laboratóriumában került sor. Legalább 25, de preferáltan 50 mitozist 

értékeltünk ki numerikus és strukturális kromoszóma aberrációkra, meghatároztuk az aberráns 

klónok arányát.  

2.3.1.i. Statisztikai analízis 

Az adatokat Anova variancia analízissel vizsgáltuk, majd az egyes csoportok közötti 

különbségeket Bonferroni módszerével értékeltük. 
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2.3.2. Ph+ /bcr-abl átrendeződést mutató ritka kórképek 

2.3.2.a. Betegtörténet – Beteganyag 

2.3.2.a.1. Az 55 éves férfit felső hasi – epigastrialis fájdalom, gyengeség, szédülés és 

melaena miatt vették fel. A laboratóriumi leletek közül a jelentős hepatosplenomegalia, a 

thrombocytosis és a leukocytosis emelendő ki. A perifériás vér és a csontvelő aspirátum 

citológiai, citokémiai valamint molekuláris leletei alapján atipusos vonásokat mutató Ph 

pozitív chronicus granulocytás leukaemia (CGL) típusú chronicus myeloproliferativ betegség 

(CMB) diagnosis került felállításra. A betegség 32 hónapos lefolyása során – interferon –  

(IFN- ) intolerancia miatt – hydroxyurea kezelés történt. A betegség chronicus fázisban 

maradt, de sem klinikai, sem cytologiai remissziót nem sikerült elérni. Végül myeloblastos 

crisis fejlődött ki, és az alacsony dózisú cytosin-arabinosid kezelés ellenére a beteg exitált. A 

betegség kezdetén valamint a követés során nyert laboratóriumi, cytologiai-histologiai és 

molekuláris leletek részleteit a ‘3.3.2.b. Eredmények’ fejezet tartalmazza. 

2.3.2.a.2. Klinikailag valamint a laboratóriumi-hisztologiai-molekuláris leletek alapján 

chronicus myeloproliferativ betegségnek (CMB) megfelelő 106 konzekutiv beteg illetve ezek 

csontvelője képezte a tanulmány tárgyát. Mindegyik beteg kezeletlen volt és a crista biopsia a 

primer diagnosztikai folyamat során került kivételre. A CMB-eket a WHO Classification of 

Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues szerint osztályoztuk (8). Crista biopsia 

(esetenként aspirátum is) valamint perifériás vérminta minden esetben rendelkezésre állt. Egy 

beteg (#105) egy korábbi tanulmány tárgya is volt (9). Kontrol csoportként 40 indolens B-

sejtes malignus lymphomas beteg (18 CLL, 9 follicularis lymphoma /FL/, 7 myeloma 

multiplex /MM/, 4 marginalis zóna lymphoma /MZL/, 1 HCL, 1 Waldenström 

macroglobulinaemia) valamint további 50, nem B-sejtes lymphoma típusú malignomában 

szenvedő beteg klinikai stádium megállapítás céljából vett crista biopsiája szerepelt. 

2.3.2.a.3. A 40 éves férfi súlyvesztés, gyengeség és hasi panaszok miatt került 

felvételre. Laboratóriumi adatok felvételkor: fehérvérsejt 60 G/l, thrombocyta 169 G/l, 

haemoglobin 19 g/l, máj 1.5 cm-rel, lép 10 cm-rel haladta meg a bordaíveket. A 

patomorfológiai, fenotipus és genotipus vizsgálatok két különböző, de együttesen fennálló 

neoplasiára, chronicus myeloid leukaemiára (CML) valamint hajassejtes leukaemiára (HCL) 

utaltak (részletek a ’3.3.2.b. Eredmények’ fejezetben). Hydroxyurea kezelést követően 

allogén csontvelő transzplantáció történt. Ezt követően súlyos infekciók uralták a klinikai 

képet és a beteg 5 hónappal a transzplantáció után interkurrens fertőzésben meghalt. Az 

autopsiás leletek negatívak voltak mind CML-re, mind HCL-re. 
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2.3.2.b. Citologia-Hisztológia-Immunhisztológia 

A citologiai–citokémiai és szövettani feldolgozás a 2.3.1.e. pont szerint történt. 

Szilanizált lemezekre felhúzott 3-4 m-es paraffinos crista biopsiás metszeteket CD3, CD5, 

CD10, CD20, CD23, kappa és lambda könnyűláncok, cyclin D1 illetve esetileg DBA44 

márker specifikus monoclonalis antitestekkel jelöltük. Az immunhisztológia további részletei 

a 2.4.b. pont alatt találhatók 

2.3.2.c.Molekuláris vizsgálatok   

2.3.2.c.1.RNS izolálás. Az RNS izolálás Chomczynski és Sacchi módszere szerint 

történt (10). 

2.3.2.c.2. DNS extrakció paraffinba ágyazott anyagból.  A genomikus DNS-t mérettől 

függően egy vagy kettő 10 μm vastag formol-paraffin metszetből nyertük. A metszeteket 

deparaffináltuk, a lecentrifugált pellet-re 100-200 μl, 200 μg/ml proteináz K-t (Sigma-Aldrich 

Corp., St. Louis, Missouri, USA) tartalmazó emésztő puffer-t (10mM Tris-HCl / pH:8.3/, 50 

mMKCl, 2.5 mM MgCl2, 0.45% Triton X-100, 0.45% Tween 20) helyeztünk, az emésztés 

56˚C-on, éjszakán át történt. Emésztést követően a proteináz K-t 95 ˚C-on 10 percig 

inaktiváltuk és a durva lizátumot közvetlenül használtuk fel a PCR amplifikációhoz. 

2.3.2.c.3. M-bcr ill. m-bcr RT-PCR és szekvencia analizis-I. A Philadelphia 

transzlokáció M-bcr illetve m-bcr típusainak detektálására két-két különböző módszert 

használtunk Delfau és mtsai (1990), Lion és mtsai (1991), Kawasaki és mtsai (1988) valamint 

Nakamura és mtsai (1991) szerint (11, 12, 13, 14). Az RNS izolátum minőségét a -aktin és 

az abl exon 2-3 szekvenciák Delfau és mtsai (1990) valamint Hermans és mtsai (1988) 

szerinti amplifikációjával ellenőriztük. (11, 15). 

Az M-bcr típusú kiméra mRNS RT-PCR termékét pCR 1000 vektorba klónoztuk TA cloning 

system (Invitrogen, San Diego, CA) felhasználásával a gyártó utasításait követve. A plasmid 

preparátumból DNS szekvenálás történt Sequenase version 2.0 (United StatesBiochemical, 

Cleveland, OH) rendszer felhasználásával a gyártó instrukciói szerint. A három klónból nyert 

szekvenciákat összehasonlítottuk az NCBI GenBankSequenceDatabase HSABLGR3 és 

HSUO7000 lokuszainak szekvenciáival.  

2.3.2.c.4. IgH génátrendeződés és szekvencia analízis-II. Az átrendeződött IgH CDR 

III regióját konszenzus VH (5’- CTG TCG ACA CGG CCG TGT ATT ACT G –3’) JH (5’- 

AAC TGC AGA GGA GAC GGT GAC C –3’) primerekkel amplifikáltuk. A PCR elegy 

összetétele: 200 μM mindegyik dNTP-ből (Invitrogen, San Diego, CA, U.S.A.), 50 mMKCl, 

10 mMTris-HCl (pH: 8,3), 1.5 mM MgCl2, 20 pmol mindegyik primerből, 1.25 U Taq DNS 
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polimeráz (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, Missouri, USA). Az amplifikáció a 40 msp 94˚C, 

30 msp 55˚C, 40 msp 72˚C paraméterekkel 40 ciklusban, thermocycler-ler (MiniCycler, MJ 

Research, Watertown, Massachusetts, USA) történt. A PCR terméket 10% poliakrilamid 

és/vagy 2% agaróz gélelektroforézissel frakcionáltuk, 0.5 μg/ml ethidium-bromid-dal 

vizualizáltuk. Monoclonalitást feltételeztünk, ha 1 vagy 2 diszkrét sáv jelent meg a 100-150 

bp tartományban. A monoklonálisnak ítélt DNS sávokat kivágtuk, a DNS-t QIAEX II Gel 

Extraction Kit-tel (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) extraháltuk. A kinyert DNS-t pGEM-

TEasyVector-ba szubklónoztuk és ezzel E.coli JM109 High Efficiency Competent Cells 

(pGEM-TEasyVector System, Promega, Madison, USA) törzset transzformáltunk. A 

transzformált baktériumokat LB/ampicillin/IPTG/X-Gal lemezeken növesztettük, a 

rekombináns klónokat a kék/fehér szín alapján azonosítottuk. 5 fehér kolóniát LB/ampicillin 

mediumban felnövesztettünk és a plazmid DNS-t QIAprep Spin Miniprep Kit-tel (QIAGEN 

GmbH) kinyertük. Az inzerteket a ligációs végekhez illeszkedő primerekkel BigDye
R 

Terminator v1.1. cycle sequencing kit segítségével PCR-rel amplifikáltuk és ABI PRISM 310 

GeneticAnalyser (AppliedBiosystems, CA, USA) berendezéssel szekvenáltuk. 

Monoklonalitást csak akkor véleményeztünk, ha identikus szekvenciákat (legalább 5-ből 4-et) 

detektáltunk.  

2.3.2.c.5. Szomatikus hipermutáció analizis.  A vizsgálatot a 4, a crista biopsiából 

extrahált DNS alapján monoklonalis IgH CDR III régiót mutató beteg közül 3-nak a  

vérsejtjeiből extrahált DNS-én végeztük el. A CDR III régió amplifikáció alapján mindhárom 

betegnél a vérből illetve a crista biopsiából nyert PCR amplikon molekulasúlya és 

szekvenciája megegyezett. A CDR I – FR II – CDR II – FR III régiót család specifikus FR1 és 

konszenzus JH primerekkel amplifikáltuk (16). Reakcióelegy: 400 μMdNTP-kből, 50 

mMKCl, 10 mMTris-HCl (pH: 8,3), 2 mM MgCl2, 2,5 pmol mindegyik primerből, 1 U Taq 

DNS polimeráz; amplifikáció: predenaturáció 94ºC, 2 perc, a 45 msp 92˚C, 45 msp 60˚C, 45 

msp 72˚C ciklusból 35, elongáció 72ºC, 10 perc, thermocycler: iCycler (Biorad). A PCR 

terméket 8%-os poliakrilamid gélen frakcionáltuk, kivágtuk, és Gen Elute Gel Extraction Kit-

tel (Sigma) kinyertük, szubklónoztuk, az E.coli JM109 törzset transzformáltuk a 2.3.2.c.4. 

pont szerint, 3–5 klónt ABI Prism 310 berendezéssel szekvenáltuk és IMGT /V-Quest 

(http://imgt.cines.fr:8104/textes/vquest/) valamint V-Base DNAPLOT (http://www.mrc-

cpe.cam.ac.uk/DNAPLOT.php) software-ekkel vizsgáltuk. A V régió mutációit a germline 

génekkel történő összehasonlítással azonosítottuk. A germline génekkel fennálló identitást 
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valamint a megfigyelt ‘replacement’ (R) és ‘silent’ (S) mutációkat meghatároztuk. A CDR 

régióban elméletileg várható R/S arányt komputer algoritmussal számoltuk ki. 

2.3.2.c.6. Human androgen receptor assay (HUMARA). A vizsgálatot a 2.3.1.b.3. pont 

alatt leírtak szerint végeztük. 

2.3.2.c.7. Bcr-abl átrendeződés kimutatása interfázis citogenetikával. A vizsgálatot a 

2.3.1.b.4 pont alatt leírtaknak megfelelően végeztük. 

2.3.2.c.8. Sejtvonal specifikus interfázis citogenetikai analízis A sejtvonal specifikus 

interfázis cytogenetikai analízis konzekutiv kettős immunfluoreszcens jelöléssel 

(CD11c+anti-m-Ig-biotin+streptavidin-FITC; CD19+anti-m-Ig-rhodamin), komputer 

asszisztált relokalizációval és iFISH-sel a 2.3.1.c. pontban leírtak szerint történt.  

2.3.2.d.Áramlási citometriásfenotipizálás 

 A vizsgálatokat a 2.3.1.d.. pontszerint végeztük 
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2.3.3. Chronicus myeloid leukaemia molekuláris monitorizálása 

2.3.3.a. Beteganyag 

A vizsgálatok során a Pécsi OTE, Pathologiai Intézetébe 1998-2001 közötti 

időszakban a Magyar Hematológiai és Transzfúziológiai Társaság Myeloproliferatív 

Munkacsoportja (Városi Kórház, Krónikus Belgyógyászati Osztály, Baja; Petz Aladár megyei 

Kórház, II. sz. Belgyógyászati és Haematologiai Osztály, Győr; „Kaposi Mór” megyei 

Kórház, I. sz. Belgyógyászati Osztály, Kaposvár; Semmelweis Kórház, II. sz. Belgyógyászati 

és Haematologiai Osztály, Miskolc; POTE, I. sz. Belgyógyászati Klinika, Pécs; Tolna megyei 

Kórház, IV. sz. Belgyógyászati Osztály, Szekszárd; Fejér megyei Szt. György Kórház, I. sz. 

Belgyógyászati Osztály, Székesfehérvár; Vas megyei Markusovszky Kórház, Haematologiai 

Osztály, Szombathely; Szt. Borbála Kórház, II. sz. Belgyógyászati Osztály, Tatabánya; 

Veszprém megyei Csolnoky Ferenc Kórház, Veszprém) osztályairól érkezett 68 CML-es 

beteg összesen 155 vérmintáját dolgoztuk fel. Ebből 51 minta kezeletlen betegtől származott, 

akik a publikált kritériumok szerint chronicus fázisban voltak (17). 104 minta -interferon      

(-IFN) kezelt betegtől származott. Az -IFN kezelés nemzetközileg elfogadott elvek alapján 

történt és hydroxyurea-val kiváltott citoredukció vezette be (18). Az átlagos követési idő 14 

hónap (4-35 hó) volt (19). 

A tirozin kináz terápiás érából 197 új illetve követett beteg csontvelő és/vagy 

perifériás vér anyagát vizsgáltuk. iFISH-t 1047 mintán, valós idejű kvantitativ RT-PCR 

vizsgálatot (RQ-PCR) 113, míg csontvelői kariotipizálást  247 esetben  végeztünk (20). 

Az automatizált iFISH jelminta analizálási tanulmányunkban 3 egészséges felnőtt, 3 

akcerelált fázisban levő CML-es beteg, 18 további, interferon terápiára rezisztens, ezért 

imatinib terápiában részesülő CML-es beteg vérkeneteit valamint a Ph kromoszóma pozitiv 

(Ph+) SD-1 sejtvonal citologiai preparátumait használtuk (21). 

 

2.3.3.b. Molekuláris vizsgálatok 

2.3.3.b.1. RNS izolálás. 2x10
7
 fehérvérsejtet tartalmazó sejtszuszpenzióból teljes RNS-

t izoláltunk, Trizol reagenssel a használati utasítás szerint. Az oldatot 30 g/l-re hígítottuk. 

2.3.3.b.2. Reverz transzkripció (RT). Kétféle RT reakciót végeztünk. A kvalitatív M-

bcr PCR reakcióhoz szükséges RT (a2-RT) 10 l térfogatban, 2.4 U MMLV-RT (Maloney 

Murine Leukaemia Virus Reverse Transcriptase; Life Technologies, Gaithersburg, MD) 

enzim, 2 l 5X reakciópuffer (Life Technologies, Gaithersburg, MD), a négyféle dNTP-ból 
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egyenként 500 mól/l, 60 g RNS valamint 15 nmól/l M-bcr PCR 1. lépés antisense primer 

(a2) jelenlétében, 37
o
C-on, 60 percig történt. Az abl 2-3 PCR reakcióhoz valamint a 

kvantitatív PCR (Q-PCR) reakcióhoz szükséges RT (a3-RT ill. Q-RT) 30 l térfogatban, 7.2 

U MMLV-RT enzim, 6 l 5X reakció puffer, egyenként 500 mól/l dNTP, 180 g RNS 

valamint 15 nmól/l abl 2 -3 PCR reakció antisense primer (a3) jelenlétében, 37
o
C-on, 60 

percig történt. 

2.3.3.b.3. Kvalitatív polimeráz láncreakció (PCR). A vizsgált Ph
+
 beteganyagok 

molekuláris diagnosztikáját, a kiméra mRNS b3/a2, b2/a2 illetve kever típusának 

meghatározását az M-bcr régió Gaiger és mtsai (1995) által leírt nested PCR reakcióval 

történő amplifikálásával végeztük (22). A megfelelő minőségű RNS izolátum ellenőrzése a 

transzlokációban nem résztvevő, attól közvetlenül telomerikus irányban elhelyezkedő abl 2 -

3. exon szakasz PCR amplifikálásával történt Hermans és mtsai (1988) szerint (15). 

2.3.3.B.3.1. M-BCR PCR REAKCIÓ. A nested reakció 1. lépésében 94C, 40 s; 54C, 30 

s; 72C, 40 s ciklus paraméterekkel hajtottuk végre az amplifikálást, melyet 2 perc 94C-os 

elődenaturálás előzött meg és 7 perc 72C-os végső extenzió követett. Az 50 l reakcióelegy 

2.0 mmól/l MgCl2-ot, 50 mmól/l KCl-ot, 10 mmól/l TrisHCl-ot (pH 8.6), 15 nmól/l sense és 

antisense primert, egyenként 300 mól/l dNTP-t és 1 U Taq polimerázt (RED Taq, SIGMA 

Chemical Co St. Louis, MO) tartalmazott. A sense primer szekvenciája 5’-TTC AGA AGC 

TTC TCC CTG-3’, az antisense primeré 5’-CTC CAC TGG CCA CAA AAT -3’ volt, 35 

ciklust alkalmaztunk. A 2. lépésben a reakcióelegy egyenként 15 nmól/l primert tartalmazott, 

a sense primer szekvenciája 5’-GTG AAA CTC CAG ACT GTC-3’, az antisense primeré 5’-

CAA CGA AAA GGT TGG GGT -3’ volt, a többi összetevő mennyisége megegyezett az 1. 

lépésben leírtakkal. 25 ciklust alkalmaztunk, az 1. lépés paramétereivel. 

2.3.3.B.3.2. ABL 2-3 PCR REAKCIÓ 2 perc 94C-os elődenaturálás után 40 ciklust 

hajtottunk végre a következő paraméterekkel: 94C 1 perc, 50C 1 perc, 72C 1 perc, melyet 

5 perc 72C-os végső extenzió követett. A reakcióelegy egyenként 150 nmól/l primert 

tartalmazott, a sense primer szekvenciája 5’-CAG CGG CCA GTA GCA TCT GAC TT-3’, az 

antisense: 5’-TGT GAT TAT AGC CTA AGA CCC GGA G-3’ volt, a többi összetevő 

mennyisége megegyezett a M-bcr PCR reakció 1. lépésében leírtakkal. A PCR reakció 

termékeket agaróz gélen elektroforetizáltuk, etidium bromiddal tettük láthatóvá. 

2.3.3.b.4. Kvantitatív bcr-abl expresszió vizsgálat.  A kiméra mRNS mennyiségi 

meghatározását egyrészt kompetitív kvantitativ polimeráz láncreakcióval (Q-PCR, -IFN éra 

betegei) végeztük (2.3.3.1. ábra). Ennek lényege, hogy a PCR elegy a mennyiségileg 
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meghatározandó cDNS molekula (jelen esetben a bcr-abl ill. az abl 2-3 szakasz) primer 

kötőhelyeit ugyancsak tartalmazó, de attól eltérő bázispár hosszúságú (molekulasúlyú), ismert 

mennyiségű DNS molekulát (kompetitort) is tartalmaz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3.1. ábra A kompetitív polimeráz láncreakció elvének sémás ábrázolása (az ábra az 

alkalmazott ‘nested’ Q-PCR eljárásnak csak az egyik lépését mutatja) (23) 

    Emiatt az amplifikálás során az utóbbi DNS molekula versenyben (kompetícióban) van a 

primerekért és a szubsztrátért a vizsgált ismeretlen mennyiségű cDNS-sel szemben. Az 

egymással kompetícióban levő DNS molekulák kiindulási anyagmennyiségeinek valamint az 

amplifikált végtermékeinek az aránya megegyezik. Abban az esetben, ha a kiindulási cDNS 

és kompetítor anyagmennyiség megegyezik, akkor a primerek kötődésének (és a DNS szakasz 

ezt követő amplifikálásának) valószínűsége a kétféle DNS-hez 50-50%, a gélelektroforézis 

során megjelenített amplifikátumok mennyisége megegyezik. Ezt ekvivalencia pontnak 

nevezzük. Az ekvivalencia pont a kompetítor különböző mennyiségének alkalmazása mellett 

(higítási sor) meghatározható. Az RNS izolálás hatékonyságából, egyes mRNS molekulák 

esetlegesen eltérő stabilitásából adódó pontatlanságok kiküszöbölése érdekében a bcr-abl 

szekvencia és az ahhoz közvetlenül telomerikusan csatlakozó abl 2-3 exon arányával 

jellemeztük a bcr-abl mRNS mennyiségét. A reverz transzkripció esetleges eltérő 

hatékonyságából eredő pontatlanságot a Q-RT típusú (l. fent) reverz transzkripció 

alkalmazásával, azaz az abl 2 -3 valamint a bcr-abl régió egy reakcióban cDNS-sé történő 

átírásával küszöböltük ki.  
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2.3.3.B.4.1. KOMPETÍTOROK. Az M-bcr reakcióhoz b2a2 töréspontú minta esetén 

b3a2 töréspontú, a b3a2 töréspontú minta esetén b2a2 töréspontú mRNS RT-PCR 

amplifikátumát használtuk kompetítorként. Az előbbi kompetítorhoz K562 sejtvonalból 

izolált, az utóbbihoz korábban már vizsgált beteg véréből izolált RNS szolgált kiindulásként. 

Az a2-RT típusú reakciót hajtottuk végre, majd a cDNS-t az M-bcr PCR 1. lépésével 

amplifikáltuk. A kapott terméket akrilamid gélen elektroforetizáltuk és  standard 

módszerekkel izoláltuk. A koncentrációt UV fotométerrel 260 nm-en határoztuk meg. Az abl 

2-3 exon reakcióhoz szintetikus kompetítort használtunk: 5’-CAG CGG CCA GTA GCA 

TCT GAC TTT GAG CCT CAG GGT CTG AGT GAA GCC GCT CGT TGG AAT TCC 

AAG GAA AAC CTT CTC GCT GGA CCC GTG AAA AGC TCC GGG TCT TAG GCT 

ATA ATC ACA-3’ (Integrated DNA Technologies, Inc Coralville, IA). A kompetítorok 10 

mM-os TE pufferben készült oldatából 3.16 alapú (=10) logaritmikus higítási sort 

készítettünk.  

2.3.3.B.4.2. Q-PCR. Előkísérletek során megállapítottuk, hogy a betegminták kiméra 

mRNS koncentrációja a 0.01-1000 fM, az abl 2-3 mRNS koncentrációja pedig a 10-1000 fM 

tartományba esett. A Q-PCR eljárás során e tartományt reprezentáló kompetítor jelenlétében 

végeztük el a fent leírtakkal megegyezően az M-bcr illetve az abl 2-3 PCR reakciókat. Az 

amplifikált bcr-abl, a2-a3 szakaszokat valamint a ko-amplifikált kompetítorokat agaróz 

gélelektroforezissel vizualizáltuk és meghatároztuk az ekvivalencia pontot (2.3.3.2. ábra). 

 

2.3.3.2. ábra. A Q-RT-PCR reakció termékeinek 

gél elektroforetikus képe. a) M-bcr reakció, b2a2 

töréspont esetén / az ekvivalencia pontot 

határoló két kompetitor higitást a fehér nyilak 

jelzik/, b) M-bcr reakció, b3a2 töréspont esetén, 

c) abl 2-3 reakció. A kompetitor mennyisége a 

nM-ra vonatkoztatott koncentráció negatív 

logaritmusában van kifejezve: pl. pR 3 = 1 pM; 

pR 6 = I fM.(23) 
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2.3.3.B.4.3. A valós idejű kvantitativ PCR (RQ-PCR) vizsgálatot a TKI projekt 

betegekben IPSOGEN Bcr-Abl Mbcr Fusion Quant Kit (# 670123)  reagensekkel és a gyártó 

útmutatása szerint MJ Research DNA Engine Chromo 4 PTC-200 készülékben végeztük. 

2.3.3.c. bcr-abl átrendeződés kimutatása interfázis citogenetikával 

A vizsgálatok során a 2.3.1.b.4. pont alatt leírtaknak megfelelően jártunk el. A 

kiértékelés során nem súlyoztuk az egynél több Ph kromoszómát tartalmazó sejteket, tehát a 

%-os Ph pozitivitás megállapításánál az 1 vagy az 1-nél több transzlokációt tartalmazó sejtet 

egyaránt 1 db Ph+ sejtnek minősítettük (l. 1.3.2.d. ábra). Három egészséges egyén 

fehérvérsejtjein végzett kontrol vizsgálatok során a fals pozitivitás átlag + 2 S.D.értéke 4.8%-

nak adódott, ezért a pozitivitás határt 5%-ban állapítottuk meg. A következő cytogenetikai 

válasz kategóriákat határoztuk meg: nincs válasz (66% Ph+ sejt), minor válasz (33% Ph+ 

sejt  66%), major válasz (1% Ph+ sejt 33%), teljes válasz (nincs Ph+ sejt) (24). 

Figyelembe véve a fals pozitivitást, 1 % valódi pozitivitás 6/100 fúziós szignálra pozitív sejtet 

és a teljes citogenetikai válasz pedig ennél kevesebb arányú pozitív sejtet jelent. Az 

automatizált iFISH analizishez is BCR/ABL kétszinű, egyszeri fúziós (SF) próba kittet 

(Vysis, Downers Grove, IL) használtunk a citológiai preparátumokon, a gyártó utasitásai 

szerint. 

2.3.3.d. Ph kromoszóma kimutatás kariotipizálással 

A heparinnal alvadásgátolt vérmintákat 37
o
C-on tenyésztettük 24 és 48 óráig. 60 perces 

kolchicin kezelést (0.375 g/ml) követően a mintákat hipotonizáltuk, (0.075M KCL, 37
o
C-on 

30 percig), majd metanol/ecetsav (3:1) elegyében fixáltuk. Ismételt mosást követően a sejteket 

tisztitott tárgylemezre cseppentettük, és levegőn száritottuk. A G-sávozást Leishman-festékkel 

végeztük, a metafázisokat Nikon Microphot mikroszkóppal, illetve Ikaros kariotipizáló 

szoftverrel (Metasystems, Altlussheim) értékeltük a Nemzetközi Citogenetikai Nómenklatúra 

(2005) szabályainak megfelelően. A terápiás válasz kategóriák a kövekezők voltak: komplett 

0% Ph+ sejt, parciális 1-35% Ph+ sejt, (major 0-35% Ph+ sejt), minor 36-65% Ph+ sejt, 

minimális 66-95% Ph+ sejt, nincs válasz 95% Ph+ sejt (25). 

2.3.3.e. Automatizált iFISH analizis.  Citometria. 

 Az automatizált iFISH szignál analizist Metafer4 (MetaSystems, Altlussheim, N.o.) 

automatizált fluorescens metszet szkennelő rendszerrel végeztük, melynek mikroszkóp alapját 

egy Zeiss Axioplan2ie MOT motorizált epi-fluoreszcens mikroszkóp képezte, mely BW CCD 
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kamerával (CV-M1, JAI, Dánia) volt felszerelve. Az automatizált analizis 3 fő részelemből 

állt: sejtmag szelekció, iFISH szignal detektálás és iFISH szignál távolságok 3D mérése. 

 2.3.3..e.1. Sejtmag szelekció. Ezt virtuális grid előfokuszálást, majd minden képmező 

további automatizált finom fokuszálását követően 4 paraméter beállitásával optimalizáltuk. A 

relativ DAPI intenzitás, a maximum és minimum mag terület, a maximum konkáv mélység és 

a maximum átló arány megfelelő értékeit interaktiv training rendszerben határoztuk meg. 

 2.3.3.e.2. iFISH jel detektálás. Az iFISH jeleket a megfelelő szincsatornában 

(SpOrange és SpGreen) a magok teljes mélységét áttekintő 5, egymástól 0.5 m távolságra 

levő fókuszsikban, a kontraszt, intenzitás, terület és a másik, ugyanolyan szinű szignáltól  

mért, tényleges 3D legkisebb távolság alapján azonositotta a rendszer. 

 

2.3.3.3. ábra. A transzlokáció pozitiv és negativ magok sémás ábrázolása. A sárga szin a 

fúziós szignált jelzi. D1-4 a különböző szinű jelek közötti távolságokat jelzi növekvő 

sorrendben. 

 2.3.3.e.3. iFISH szignál távolság mérés. Az azonositott zöld illetve piros szignálok 

geometriai centruma közötti tényleges 3D távolságot 40X objektiv használata mellett pixel-

ben (1 pixel 0.168 m) határozta meg a rendszer. A magonkénti 2 piros és 2 zöld szignál 

esetén ez 4 távolság mérést jelentett (2.3.3.3. ábra). A legkisebb mért távolság adatot 

használtuk a Ph+ és Ph-magok közötti diszkrimináláshoz. A zöld és piros jelek közötti 4 

távolság közül a legkisebb távolság eloszlását homogén Ph+ illetve Ph- sejtpopulációkon 

tanulmányoztuk, hogy a két populációt optimálisan szeparáló vágási pontot (’cut-off érték) 

meghatározzuk.
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2.4. Epstein-Barr vírus (EBV) pozitiv B-sejtek klonális fejlődése T-sejtes malignus 

lymphomákban 

2.4.a. Betegtörténet - Beteganyag 

2.4.a.1. 1.sz.beteg A 42 éves férfi több régióra kiterjedő lymphadenomegalia, 

multiplex vöröses-lilás, elevált, viszkető bőrelváltozásokkal került felvételre, B-tünetek nem 

voltak. A stating vizsgálatok pathologiás nyirokcsomókat jeleztek a kismedencében is, de 

leukaemiás vérkép illetve csontvelő érintettség nem volt kimutatható. Axilláris nyirokcsomó 

(nycs) biopsiából kevert sejtes Hodgkin-lymphoma (cHL-MC) diagnózis született. ABVD 

protokolt kezdtek, de 2 ciklus után – a gyenge válasz miatt – ezt BEA-COPP kezelésre 

változtatták. A kezelés végére a generalizált lymphadenomegália perzisztált, sőt folyamatosan 

fokozódott, ezért rebiopsia (nycs és bőr) történt. Ezek valamint az első biopsia, konzultációra, 

a PTE, Pathologiai Intézetébe kerültek, ahol a ‘3.4.b. Eredmények’ fejezetben leírt diagnózis 

született. Ezután CHOP, majd CHOPE és DHAP kezelést alkalmaztak, de a tumor nem 

reagált, súlyos B-tünetek, tumorozus nyirokcsomó és bőrelváltozások, kachexia alakult ki és a 

beteg 15 hónappal az első biopsia után exitált. 

2.4.a.2. 2.sz.beteg. Az 50 éves, súlyos B-tünetek és generalizált lymphadenomegalia 

miatt felvett férfibeteg anamnézisében gyógyult sigma carcinoma és – Crohn betegség miatt – 

6 éves steroid és Imuran kezelés szerepelt. Nyirokcsomóbiopsiából a ‘3.4.b. Eredmények’ 

fejezetben leírt pathologiai diagnosis született. CHOP protokol csak részleges remissiot 

eredményezett, a reziduális tumorra radiotherapiát kapott a beteg, de más regiókban recidiva 

alakult ki. A második vonalú proMACE/MOPP kezelés eredménytelen maradt, a súlyos B-

tünetek perzisztáltak, rekurrens infekciók, neutropenia, csontvelő aplasia következtében, a 

kemorezisztens lymphoma miatt, 13 hónappal a betegség kezdete után a beteg exitált.  

2.4.a.3. 3.sz. beteg. A 76 éves nőbeteg rectalis vérzés miatt került felvételre, a gastro- 

és colonoscopia negatív volt, de az UH vizsgálat kiterjedt abdominális lymphadenomegaliat 

észlelt. A ‘3.4.b. Eredmények’ fejezetben leírt pathomorphologiai diagnózis született az 

explorativ laparotomia során eltávolított nyirokcsomóból. CNOP kezelést kezdtek, de néhány 

napon belül methycillin rezisztens Sta. aureus sepsis, granulocytopenia alakult ki és a beteg 

exitált.  

2.4.a.4. A véletlenszerűen észlelt, EBV+ B-sejteket tartalmazó T-sejtes lymphomás 

három beteg vizsgálata után szisztematikus, retrospektiv vizsgálatot folytattunk a PTE, 

Pathologiai Intézetben diagnosztizált és archivált 365 T-sejtes lymphoma valamint 20 reaktiv, 
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emlőtumor kapcsán történt axilláris blokk disszekcióból származó nyirokcsomó formol-

paraffinos anyagain. 

2.4.b. Hisztológia és immunhisztológia 

A szövetdarabok PBS-sel pufferolt 4%-os formaldehidben (pH 7.2) kerültek fixálásra 

24 óráig, majd standard technika szerint paraplast beágyazás történt. 4 m-es metszeteket HE-

ra, metilált Giemsa-ra, PAS-ra festettünk. Az immunhistologia szilanizált lemezekre felhúzott 

4 m-es metszeteken történt. CD3, CD4, CD5, CD20, OCT2 (Novocastra Laboratories 

Ltd.;Newcastle, UK), CD8, CD15, CD21, CD30, CD45, UCHL-1, CD79a, CD138, ALK-1, 

granzyme-B, BCL-6, EBV latens membrán protein-1 (LMP-1), Epstein-Barr nucleáris 

antigén-2 (EBNA-2), kappa és lambda könnyűláncok (DakoCytomation; Glostrup, Denmark), 

T-cell intracellular antigen-1 (TIA-1) (Immunotech;Marseille, France)  OBF.1/BOB.1 (Santa 

Cruz Biotechnology, Inc.;Santa Cruz, CA, USA) márkereket jelöltünk primer monoklonális 

antitestekkel. A szövetfeltárást egyedileg állítottuk be. Előhívóként a Vectastain
R 

Universal 

Elite ABC vagy az iView Detection Kit-et (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ, USA), 

a LSAB-2-System-HRP-t vagy az En-Vision előhívórendszert (DakoCytomation) és 

szinreagensként a 3,3’-diaminobenzidin-t (DakoCytomation) vagy a 3-amino-9-etilkarbazol-t 

(VectorLaboratories Inc., Burlingame, CA, USA)  használtuk Ventana NEXES 5.1 

(VentanaMedical Systems Inc.) vagy DakoAutostainer (DakoCytomation) automatákban. A 

mikroszkópos képeket Nikon Eclipse E400 mikroszkópban, Nikon Plan 20x/0.40 vagy 

40x/0.65 objektívekkel és Nikon Coolpix 4500 kamerával készítettük. Ha szükséges volt, csak 

‘all-pixel-all-colour’ változtatásokat hajtottunk végre a digitális képeken Adobe Photoshop 

5.0 software segítségével.  

2.4.c. EBER és human mRNS in situ hibridizáció paraffinos metszeteken  

Epstein-Barr vírus kódolt RNS-t (EBER) valamint a human kappa és lambda mRNS-t 

Epstein-Barr vírus próba (Novocastra Laboratories Ltd.) és Kappa/Lambda (mRNA) PNA 

Probes (DakoCytomation) felhasználásával detektáltuk a gyártók előírásait követve. A 

proteináz K előemésztést azonban mikrohullámú előkezelésre – feltárásra (3 x 5 perc, 900 W, 

pH 6.0-os citrát pufferben) változtattuk. A hibridizációs terméket az EBER esetében 

Amplification kit-tel (Novocastra Laboratories Ltd.), míg a könnyűlánc mRNS-ek esetében 

PNA ISH Detection Kit-tel (DakoCytomation) hivtuk elő, mindkét esetben Fast Red TR Salt-

ot (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri, USA) használtunk kromogénként.  
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2.4.d. Szuszpenzióban, paraffinos blokkból izolált magokon elvégzett EBER-FISH 

A magokat 50 m vastag paraffinos metszetekből izoláltuk annak érdekében, hogy az 

u.n. trunkációs effektust minimálisra csökkentsük. A deparaffinálás és rehidrálás után a 

metszeteket 5 percig mikrohullámú kezelésnek vetettük alá (900 W, citrát puffer, pH 6.0), 

melyet 0.5%-os pepsin (Sigma-Aldrich Corp.) emésztés (pH 2.0, 30-40 perc, 37C) követett. 

A mintákat ezt követően 50 m pórusnagyságú nylon szűrőn átszűrtük, centrifugáltuk majd 

ismét mikrohullámú kezelésnek tettük ki (4 x 5 perc, 900 W, citrát puffer, pH 6.0). Az izolált 

magokat 50 %-os, majd 70 %-os etanolban mostuk, lecentrifugáltuk és a folyadék feleslegét 

teljesen eltávolítottuk. Eppendorf csövekben 10
7 

magot hibridizáltunk 30 l FITC-cel 

konjugált EBV próbával 37C-on, éjszakán át, állandó agitálás (enyhe rázás) mellett. A 

hibridizáció után a mintákat 3 x 5 percig mostuk TRIS/0.05 % Tween-20 pufferben. Kettős 

amplifikációt alkalmaztunk (mindegyik 30 perc, 37C): 1. anti-FITC-peroxidase (1:500, 

VectorLaboratories Inc.), 2. tyramin-FITC (1:3000, Dr Szuhai Károlytól, Leiden University, 

Department of Molecular Cell Biology, Leiden, The Netherlands). Az amplifikálási lépések 

között és után a sejteket 3x5 percig mostuk TRIS/0.05% Tween-20 pufferben, majd 

reszuszpendáltuk 500 l PBS-ben és flow citometriás méréseket végeztünk rajta. Az EBER-

FISH eljárással jelölt nukleáris magszuszpenzióról készült digitalis képeket Zeiss Axioskop 

epi-illuminációs fluoreszcent mikroszkóp, Achroplan 40x/0.65 objektiv, HV-C20 Hitachi 3 

CCD kamera és ImanMot 1.2 image acquisition software felhasználásával nyertük. A képeket 

digitálisan nem módosítottuk.  

2.4.e. EBER-FISH pozitív paraffinos magok flow citometriás szortírozása 

Az EBER pozitív magokat a szuszpenzióban végrehajtott EBER-FISH reakciót 

követően FACSort flow citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) szortíroztuk ki. 

Reaktív nyirokcsomó paraffinos anyagából izolált, EBER-FISH reakcióval kezelt 

magszuszpenzió szolgált negatív kontrolként. A szortírozó kaput az EBER negatív magok 

FITC fluoreszcens intenzitásának megfelelően állítottuk be.  

2.4.f. Teljes genom amplifikáció paraffinos magokból extrahált DNS-en 

A szortírozott paraffinos magokból standard fenol-kloroform módszerrel izoláltuk a 

DNS-t. Az így nyert DNS-t – a többirányú feldolgozás miatti nagyobb DNS mennyiség igény 

miatt – teljes genom amplifikációnak vetettük alá. Ehhez az ‘improved primer extension 

preamplification’ (I-PEP) PCR módszert (1) használtuk néhány változtatással, melyek a 

következők: i. a DNS-t fenol-kloroform módszerrel izoláltuk, ii. 1.5 U genomikus RedTaq 

               dc_1046_15



  2.4 

 47 

DNS polimerázt (Sigma-Aldrich Corp.) alkalmaztunk, iii. az I-PEP-PCR elegy teljes 

mennyisége 10 l volt.  

2. Ha a formol-paraffinos anyagokon további speciális molekuláris vizsgálatokat nem, 

csak antigén receptor génátrendeződés PCR tesztet végeztünk, akkor 1-2, 10 m-es 

metszetekből durva DNS_lizátumot készitettünk. A metszeteket deparaffináltuk, , a maradék 

szövet pelletet100-200 μl emésztő pufferben (10mM Tris-HCl / pH: 8.3/, 50 mMKCl, 2.5 mM 

MgCl2, 0.45% Triton X-100, 0.45% Tween-20), 200 μg/ml proteináz K (Sigma-Aldrich 

Corp.) tartalom mellett, 56˚C-on, éjszakán át emészettük. Emésztést követően a proteináz K-t  

95˚C-on, 10 percig inaktiváltuk. Az emésztett szövetmaradványt kicentrifugáltuk és a 

szupernatánst használtuk fel a PCR amplifikációhoz. 

2.4.g. T-sejt receptor gamma (TCR-) génátrendeződés PCR vizsgálat 

3.A monoklonális  TCR- génátrendeződést a korábban leírt V és J primereket 

felhasználó multiplex PCR-rel azonosítottuk (2). A PCR elegy a következőket tartalmazta: 

200 μM mindegyik dNTP-ből (Invitrogen, San Diego, CA, U.S.A), 50 mMKCl, 10 mMTris-

HCl (pH: 8,3), 1,5 mM MgCl2, 20 pmol mindegyik primerből, 1,25 U Taq DNS polimeráz 

(Sigma-Aldrich). A PCR amplifikáció a következő volt: pre-denaturáció 94C, 5 perc, 40 

ciklus a 40 msp 94C, 60 msp 61C, 60 msp 72C körből, végső elongáció 72C 5 perc 

thermocyclerben (MiniCycler, MJ Research,Watertown, Massachusetts, USA). A PCR 

terméket 10%-os poliakrilamid és/vagy 2%-os agaróz gélben frakcionáltuk és 0,5 μg/ml 

ethidium-bromiddal festettük.  

2.4.h. IgH génátrendeződés és szekvencia analízis–II  

Az alkalmazott eljárás mindenben megegyezett a 2.3.2.c.4. pont alatt leírtakkal. 

Ugyanazt a módszert használtuk a paraffinos metszetekből származó durva lizátum valamint 

az EBER+ szortírozott magok I-PEP-PCR termékének feldolgozásához.  

2.4.i.Szomatikus hipermutáció analízis 

Az 1.sz és a 3.sz beteg nyirokcsomóiból flow szortírozott, EBER+ sejtmagokból 

izolált DNS valamint a 3. sz. beteg nyirokcsomójának formol-paraffinos anyagából izolált 

DNS képezte ezen vizsgálat tárgyát. Az alkalmazott eljárás mindenben megegyezett a 

2.3.2.c.5. pont alatt leírtakkal azzal a különbséggel, hogy jelen tanulmányban mintánként 20 

szubklónt szekvenáltunk annak érdekében, hogy az ‘on-going’ szomatikus hipermutáció is 

vizsgálható legyen. 
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3. KLONÁLIS HETEROGENITÁS ÉS EVOLÚCIÓ HAEMATOLOGIAI 

NEOPLASIÁKBAN 

3.1. A hiperdiploid gyermekkori pre-B acut lymphoblastos leukaemia szubklonális 

architektúrája 

3.1.a Bevezetés  

Az 1970-es évekre a gyermekkori hyperdiploid pre-B-sejtes acut lymphoblastos leukaemia 

(pre-B-pALL) , míg az 1980-as évekre a magas hyperdiploid (HeH) pre-B-pALL kategória is 

ismerté vált a konvencionális citogenetikai analizis (CCA) és a DNS citometriai vizsgálatok 

nyomán (1-10). Később, a kezelési válaszok alapján, a 47-50 modális számmal (MN) 

jellemzett alacsony hyperdiploid (LeH) valamint az MN 51-67 csoportot képező HeH pre-B-

pALL-t is elkülönitették (11-13). A HeH státuszt megkisérelték tovább stratifikálni.  Azokat a 

pre-B-pALL betegségeket, melyekben a DNS index (DI) > 1.16, az MN 56 – 67 volt, vagy 

tripla triszómia (TT;  +4, +10, +17), dupla triszómia (DT;  +4, +10) illetve egyszeres  

kromoszóma 18 triszómia (+18) fordult elő, szignifikánsan jobb prognózisuaknak 

véleményezték, de nem alakult ki ezen stratifikációkat illetően nemzetközi konszenzus (14-

17). Legújabban az MN ≥ 58 citogenetikai kategóriát képviselő pre-B-pALL-t értékelték a 

bármilyen egyéb citogenetikai csoportnál jobb prognózisunak, továbbá a vizsgálatok azt 

mutatták, hogy a magas  MN és a  TT valójában ugyanazon, különösen jó lefolyású 

betegcsoportot azonositja (18, 19). Ezen adatok egybehangzóan arra utalnak, hogy a 

numerikus abberációknak ezen betegség patomechanizmusában és prognózisában is 

meghatározó szerepük van, de ezek számos részlete még nem ismert.  

 A nem random kromoszóma nyerések patogenetikai következményei nagyrészt nem 

értettek (20). A kromoszóma nyerések patomechanizmusa is kevéssé ismert, legalábbis az 

adatok ellentmondásosak. A négy potenciális, teoretikus patomechanizmus útvonal (Route 

/R/1 - kezdeti közel-haploid genom állapot után kromoszóma duplikáció; R2 – kezdeti genom 

tetraploidizációt követő kromoszóma vesztések; R3 – egymást követő sejtoszlások során az 

egyes kromoszómák szekvenciális nyerése; R4 a kromoszómák egyidejű nyerése egyetlen 

kóros mitosis folyamán) között nem lehetett egyértelműen egyet meghatározni, viszont  a 

prekurzor lézió in utero kialakulása is felmerült (21-25). Azonban az jól ismert – legalábbis az 

MN 51 – 54 garnitúrával jellemzett HeH pre-B-pALL-ben - , hogy a 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 és 

X kromoszómák érintettek leggyakrabban, a 21-es kromoszóma csaknem 100 %-os 

incidenciája és gyakori tetraszómiája mellett (11, 12). Összességében azonban elmondható, 

hogy a HeH pre-B-pALL kialakulását illetően a Route 4 patomechanizmus útvonal és a 
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kromoszóma instabilitás (CIN) patogenetikai szerepének hiánya preferált ma a nemzetközi 

irodalomban (11, 13). 

 Jelen munkában a 8 leggyakrabban involvált kromoszóma kópia szám (CNA) 

változásait követtük 89 kezeletlen HeL és HeH pre-B-pALL gyermek csontvelői blasztjaiban 

úgy, hogy 2 x 4 szinű multiplex interfázis fluoreszcens in situ hibridizációs eljárást (MiFISH) 

valamint automatizált, szkennelő mikroszkóp állomást használtunk a vizsgálatok során. A 8-

paraméteres korrerált genetikai adatgyüjtés lehetővé tette, hogy analizáljuk a kromoszóma 

nyerések hierarchiáját, a CIN fennálltát, a klonális heterogenitást és evoluciót. Ezek alapján 

konklúziókat tudtunk levonni a kromoszóma nyerések patomechanizmusát illetően. 

3.1.b. Eredmények 

 Kétfajta szubklónt azonositottunk minden leukaemiás mintában, mindkét esetben a 2 x 

4 iFISH vizsgálat alapján (3.1.1. ábra). i./ a kromoszóma szám szerinti szubklónok sejtjei 

ugyanannyi total kromoszóma nyerést mutattak (a nyert kromoszómák összetételétől 

függetlenül); ii./ az egyedi szubklónok a 8 kromoszóma szerint ugyanazon numerikus 

konstellációt képviselték. Egyfajta total kromoszóma szám szerinti szubklónt több, mint 

egyfajta egyedi szubklón épithet igy fel. Először a szubklónok számát a total kromoszóma 

nyerés alapján, betegenként vizsgáltuk. Igy minden leukaemia mintában a kromoszóma szám 

szerinti szubklónok gyakoriságának eloszlását nyertük valamint megállapitottuk a modális 

számot (MN), melyet  a leggyakoribb szubklón total kromoszóma száma alapján definiáltunk. 

Mivel ebben a tanulmányban 8 kromoszómát vizsgáltunk, az iMN8 jelölést  (8 kromoszómára 

interfázisban FISH-sel nyert MN) alkalmaztuk, hogy ezt a paramétert elkülönitsük a metafázis 

vizsgálatok során meghatározható konvencionális MN-től. Ezen parameter alapján a 214 

leukaemiás mintából 89 (41.6 %) bizonyult hyperdiploidnak (HD, iMN8 ≥ 47), melyek 

rekurrens genetikai aberrációt nem mutattak (l. 2.1.a.). Ezek között 36 (a HD csoport 40,4 %-

a, az összes eset 16.8 %-a) bizonyult HeL-nek (iMN8 47 – 50), mig 53 (a HD csoport 59.6%-a 

és a teljes beteganyag 24.8%-a) HeH (iMN8 51 – 67; anyagunkban a legmagasabb érték 62 

volt) besorolást nyert. Az iMN8 értékek bimodális eloszlást mutattak, a csúcsérték a HeL 

csoportban 47-nek, a HeH csoportban 55-nek felelt meg (3.1.2. ábra). 
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3.1.1. ábra A target sejt egymást követő, 2 x 4 iFISH jelölése. A az első próbaszet (CEP szet)  

– CEP4 (vörös), CEP6 (zöld), CEP10 (aqua), CEP18 (arany); B ugyanazon target 

rehibridizációja a 2. próbaszettel (LSI & CEP szet) – LSI14 (vörös), LSI21 (zöld), CEP17 

(aqua), CEPX (arany). Negativ kontrol mag,, DAPI háttér magfestés, 63x. 

 

3.1.2. ábra Az iMN8 értékek gyakoriság megoszlása a 89 HD leukaemiában. A csúcs 

halmozódás HeL-ben 47-nél, HeH-ban 55-nél volt, mig iMN8 49 – 50 iMN8 értékek között 

hiatus látható. 
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 A sejtek total nyert kromoszóma száma alapján, átlagosan, 6.9 illetve 10.2 szubklónt 

azonositottunk a HeL illetve a HeH csoportban. A domináns szubklónok átlagosan a 

tumorsejtek 49 %-át illetve 34 %-át alkották ebben a két csoportban (3.1.1. táblázat).  A 

leukaemiás mintákban a kromoszóma szám szerinti szubklónok gyakorisági eloszlása három 

mintázatot mutatott: 1) Gauss-i tipusú (harang alakú/, vagy szűk, vagy széles alapú, 2) más 

esetekben a HeL és a HeH status között a szubklónok eloszlása közel azonos gyakoriságot 

mutatott, széles tartományban, 3) szignifikáns  arányban egyértelmű, vagy HeL vagy HeH 

túlsúlyú, bimodális eloszlás volt megfigyelhető (3.1.3.a. és 3.1.4.a ábrák). Az iMN8, az 

egyedi szubklónok összetétele és gyakorisága valamint a kromoszómák modális száma 

(modus) között specifikus összefüggést tártunk fel és mutattunk be (26, és ennek a 

Supplemental Appendix III dokumentuma). Ezek során semmilyen indirekt jelet közel 

tetraploid vagy közel haploid leukaemiára nem találtunk. A HeH leukaemia kollekció 4 

relapszus leukaemiát is tartalmazott. Mindegyik relapszus esetén ugyanazon fenotipust 

észleltük, de egyik esetben sem egyezett meg a relabáló leukaemia iMN8 értéke az eredeti 

leukaemia ugyanezen paraméterével. Ehelyett a következőket észleltük a relabáló pároknál 

(ID = beteg azonositó szám): ID1 és 2, iMN8 56 vs. 54; ID5 és 6, iMN8 53 vs. 54; ID7 és 8, 

iMN8 54 vs. 52; ID9 és 10, iMN8 55 vs. 57. 

 Annak érdekében, hogy megállapitsuk, hogy specifikus kromoszómák / kromoszóma 

csoportok specifikus iMN8 értékhez rendelhetők, az egyes kromoszómák nyerésének 

gyakoriság eloszlását határoztuk meg iMN8 függvényében. A HeH csoportban, 

különösképpen iMN8 51-54 esetén, az egyedi kromoszómák – az egyforma iMN8 értékkel 

biró leukaemiákban is – az aneuszómia széles tartományát (0 – 10 %-tól  80 – 100%-ig) 

mutatták, különösen a kromoszóma 4, 6, 10, 14, 17 és – kisebb mértékben – a kromoszóma 

18. Ez a 21-es és az X kromoszómák esetén nem volt megfigyelhető (3.1.2. táblázat). A HeL 

csoportban a target kromoszómák ugyancsak változatos nyerési arányokat mutattak, de kisebb 

mértékben. 
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3.1.3. ábra. ID17 beteg adatai. A a total 

kromoszóma szám szerinti szubklónok gyakoriság 

megoszlása. B a leukaemiás populációban az 

egysejtes reprezentánsok kizárása utáni egyedi 

szubklónok alapján nyert Steiner-fa. A sárga körök 

az egyedi szubklónokat (sc1, sc2, etc.) 

reprezentálják, a körök  átmérője arányos a 

szubklónt alkotó sejtek számával.. A szubklónokat 

összekötő vonalakon a változást mutató 

kromoszóma és a kópia szám változásának jelölése 

látható: aa diszómiából triszómiába, ab 

triszómiából tetraszómiába, etc., történő átmenetet 

jelöli A vörös pöttyök median vektorokat jelölnek, 

melyek vagy nem megtalált vagy nem létező 

klónokat képviselnek. 

 

3.1.4. ábra ID16, 18, 34, 58 betegek adatai . 

A kromoszóma nyerések szerinti szubklónok 

gyakoriság eloszlása. A szinkódok random 

(rózsaszin), szűk harangalakú - (kék) és 

bimodális (zöld) eloszlást mutatnak. B A 

legalább két reprezentánst mutató egyedi 

szubklónok alapján nyert Steiner-fa. 

Szimbólumok leirása, l. 3.1.3. sz. ábra.. 
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                      egy kicsi szubklón (0.4 %), iMN8: 76 (+30) nem   

ID 58          szerepel a hisztograqmmon 

 
 

 

 

 

 

 

3.1.5. ábra. A kromoszóma nyerések UPGMA csoport 

analizise mindegyik egyedi klón alapján az összes HD (A) 

és a HeH (B) betegekben (euklédeszi távolság). 

 

B 

A 
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3.1.1. táblázat. A kromoszóma szám szerinti sejtarány a domináns szubklónokban valamint az 

összes többi szubklónban az iMN-8 értékek szerint a HeL valamint a HeH kategóriákban 

 

iMN8 ID 
 domináns 
sejtarány 

többi sejt 
aránya 

szubklónok 
száma 

47 11 0.29 0.71  7 

47 13 0.18 0.82 13 

47 19 0.18 0.82 12 

47 21 0.57 0.43  5 

47 29 0.15 0.85 12 

47 37 0.33 0.67 13 

47 51 0.18 0.82 10 

47 62 0.35 0.65  7 

47 65 0.31 0.69 13 

47 68 0.62 0.38  5 

47 92 0.43 0.57 12 

47 129 0.37 0.63  4 

47 141 0.89 0.11  3 

47 148 0.89 0.11  2 

47 150 0.89 0.11  1 

47 151 0.74 0.26  3 

47 156 0.96 0.04  4 

47 159 0.74 0.26  3 

47 165 0.98 0.02  1 

47 185 0.14 0.86 12 

47 195 0.92 0.08  3 

47 201 0.64 0.36  3 

47 230 0.40 0.60  4 

48 30 0.24 0.76 11 

48 58 0.16 0.84 18 

48 70 0.37 0.63  7 

48 76 0.55 0.45  4 

48 93 0.55 0.45  5 

48 168 0.33 0.67  7 

48 186 0.15 0.85 10 

48 191 0.88 0.12  4 

48 231 0.25 0.75  5 

49 61 0.31 0.69 10 

49 163 0.84 0.16  3 

50 128 0.52 0.48  5 

50 204 0.29 0.71  6 

 Mean: 0.49 0.51      6.9 
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iMN8 ID 

domináns 
sejtarány 

többi sejt 
aránya 

szubklónok 
aránya 

51 24 0.28 0.72  9 

51 67 0.37 0.63  7 

51 200 0.19 0.81 10 

52 4 0.25 0.75 10 

52 8 0.27 0.73 13 

52 20 0.38 0.62  7 

52 33 0.35 0.65  7 

52 35 0.51 0.49  7 

52 36 0.19 0.81  8 

52 71 0.71 0.29  6 

52 193 0.71 0.29  6 

53 5 0.31 0.69 10 

53 15 0.60 0.40 13 

53 31 0.40 0.60  8 

53 56 0.16 0.84 10 

53 57 0.23 0.77 12 

53 60 0.16 0.84 12 

53 66 0.20 0.80 10 

53 170 0.53 0.47  4 

54 2 0.30 0.70 10 

54 6 0.28 0.72 12 

54 7 0.24 0.76 13 

54 16 0.13 0.87 12 

54 17 0.30 0.70 10 

54 22 0.36 0.64 10 

54 40 0.35 0.65 10 

54 43 0.17 0.83 13 

54 49 0.36 0.65  9 

54 54 0.25 0.75 12 

54 55 0.67 0.33  7 

55 9 0.27 0.73 13 

55 12 0.29 0.71  9 

55 23 0.38 0.62  9 

55 38 0.30 0.70 10 

55 39 0.22 0.78 13 

55 45 0.50 0.50 11 

55 46 0.36 0.64 10 

55 47 0.68 0.32  8 

55 48 0.49 0.51  8 

55 50 0.42 0.58  9 

55 52 0.56 0.44  9 

55 53 0.20 0.80 13 

55 63 0.17 0.83 12 

56 1 0.41 0.59  9 
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Megállapitandó, hogy az egyes leukaemiákban a kromoszómák nyerése mutat-e specifikus 

sorrendet, csoport analizist végeztünk az egyedi szubklónok alapján. A kromoszóma nyerések 

csoportjai az egyes leukaemiák között divergenciát mutattak, de a ’csoport-fa’ alapját mindig 

a 21- és / vagy az X kromoszómák képezték. A HD és a HeH betegek összesitett csoport 

analizise minden szoftver algoritmussal (MEGA 5 - NJ, UPGMA és ME) nagyon konzisztens 

mintázatot mutatott. A 21-X-14 kromoszóma csoport alkotta a ‘csoport-fa’ alapját, a 10-es és 

18-as kromoszómák, majd a 4-es és 6-os kromoszómák egy – egy rákövetkező csoportot 

képeztek, mig a 17-es kromoszóma nem tartozott konzisztensen az utóbbi két csoportból 

valamelyikhez. A két különböző egyedi szubklón adatbázis, azaz az összes egyedi szubklón 

figyelembe vétele valamint az egysejtes reprezentánsok kizárása, feldolgozása során is 

egybehangzó eredményeket kaptunk: a ‘csoportfa’ alapját mindig ugyanaz a 3 kromoszóma 

képezte és csak minor variabilitás mutatkozott a ‘csoportfa’ felsőbb – későbbi eseményeket 

reprezentáló – zónáiban (3.1.5. és 3.1.6. ábrák). 

3.1.6. ábra. A kromoszóma nyerések UPGMA csoport analizise a legalább 2 sejtes egyedi 

klónok alapján az összes HD (A) és a HeH (B) betegekben (euklédeszi távolság) 

A 8-paraméteres korrelált adatbázis alapján meghatározott egyedi szubklónokat 

használtuk fel a ‘hálózat – network’ analizishez (3.1.3.b. és 3.1.4.b ábrák). A HD leukaemiák 

iMN8 paramétere korrelált  az egyedi szubklónok számával, az összes szubklón illetve az 

iMN8 ID 
domináns 
sejtarány 

többi sejt 
aránya 

szubklónok 
aránya 

56 18 0.56 0.44 13 

56 26 0.39 0.61  7 

56 42 0.31 0.69 11 

56 44 0.26 0.74 11 

56 64 0.31 0.69 10 

56 135 0.19 0.81 12 

57 10 0.22 0.78 10 

58 41 0.18 0.82 17 

62 34 0.18 0.82 18 

 Mean: 0.34 0.66    10.2 

A B 
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egysejtes reprezentánsok nélkül csoportban egyaránt, (r=0.423, p<0.001; r=0.395, p<0.001) és 

– ennek megfelelően - a Steiner-fa hosszával (r=0.387, p<0.001; r=0.467, p<0.001). Az 

egyedi szubklónok száma a HeH csoportban szignifikánsan (p<0.001)  magasabb volt, mint a 

HeL csoportban, akkor is, ha minden egyedi szubklónt figyelembe vettünk, vagy az egysejtes 

reprezentánsokat kizártuk (73.6 /tartomány: 14 – 187/ vs 39.6 /tartomány:2 – 170/ és 26.7 

/tartomány: 4 – 55/ vs 15.3 /tartomány: 2 – 45/). Különböző Steiner-fa asszociált 

paramétereket számoltunk (3.1.3. táblázat, 3.1.7. ábra). Az egyedi szubklónok aktuális száma 

a HD, HeL és HeH csoportokban lineárisan korrelált a mutációk számával (azaz a Steiner fa 

hosszával). Ezentúl, a feltételezett, szimultán mutációk száma ugyancsak lineárisan korrelált a 

Steiner-fa  teljes mutációinak számával. A detektált szubklón szám – 1 / Steiner-fa hossza 

hányados informal a szekvenciális versus szimultán mutációk (kromoszóma nyerések) 

gyakoriságáról. Ezen származtatott parameter átlagai nagyon hasonlóak voltak a különböző 

leukaemia csoportokban, akkor is, ha az egysejtes reprezentánsok kizárásra kerültek 

(tartomány 0.8 – 0.9). 

3.1.7. ábra. A szekvenciális versus szimultán kromoszóma nyerések %-os megoszlása az 

összes HD leukaemiában a detektált egyedi szubklónok – 1 / Steiner-fa hossz értékek alapján. 

A az egysejtes egyedi szubklónok kizárásával ( átlag: 90.7 %), B az összes egyedi szubklón 

figyelembe vételével (átlag: 84.8 %). 

Ugyancsak vizsgáltuk az egyes kromoszómák instabilitását az iMN8 szerint HeL és 

HeH csoportokba tartozó egyes leukaemiákban. Mindegyik kromoszóma esetében, az egyedi 

szubklónok alapján, a modális kromoszóma szám (M, a leggyakoribb kromoszóma szám 

érték) került megállapitásra és a leukaemia sejtek azon frakciója (F), melyekben az adott 

kromoszóma száma az M-től eltérő volt, kiszámolásra került. Az átlagos CIN érték, azaz a 

varians sejtek aránya, a HeL és a HeH csoportokban 0.13 illetve 0.23 volt (a CIN tartomány 

0.01 -0.46 illetve 0.04-0.45 tartományban mozgott, ha mind a 8 kromoszóma értékeit 
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átlagoltuk betegenként, vagy 0.07 – 0.20-nak illetve 0.16 – 0.30-nak bizonyult, ha a 

különböző iMN8 kategóriájú leukaemiákban egy bizonyos kromoszóma átlagait néztük (3.1.4. 

táblázat). 

3.1.c. Megbeszélés 

 A magas hyperdiploid (HeH, MN 51 – 67) pre-B-pALL a leggyakoribb pre-B-

pALL szubtipus entitás a kaukázusi fehér rasszban (11, 12, 13, 27). A klinikai, citogenetikai 

és genetikai vizsgálatok széles köre és hosszú története ellenére nem alakult ki konszenzus 

ezen entitás további klinikai stratifikációját, a prognosztikus kromoszóma szett nyerését 

illetve az aneuploidia patomechanizmusát illetően (14-18, 20). Jelen tanulmány azt tűzte ki 

célul, hogy a HD pre-B-pALL-ben a kromoszóma nyerések mechanizmusát és evolucióját 

jobban megvilágitsa. Ennek érdekében a 214 kezeletlen pre-B-pALL beteg csontvelői 

blasztjainak vizsgálatával 8-paraméteres genetikai adatbázist hoztunk létre. Ezt egy újonnan 

kifejlesztett, relokalizációt alkalmazó 2 x 4 iFISH eljárással 8 kromoszóma numerikus 

abberációi vonatkozásában nyertük, melynek során olyan valódi, korrelált adatbázis jött létre, 

melyet a sejtoszlási preferenciák nem torzitottak. iFISH vizsgálatok során az álpozitivitás 

határérték (vágási pont) meghatározása kritikus (28). A leggyakoribb eljárás a reaktiv, diploid 

sejtekben a fals kromoszóma vesztés / fals nyerés meghatározása. Azonban fals nyerés egy 

diploid sejtben biztosan nem olyan valószinűséggel következik be, mint a fals vesztése 

ugyanazon kromoszómának egy tetraploid / tetraszómiás sejtben, miközben mindkettő 3 

szignált (triszómia jelleg) eredményez. Ennek és más okoknak köszönhetően kombinált 

próbák használata esetén, melyek valószinűsithetően több, mint 2 kópiában fordulnak elő, a 

vágási pontok meghatározása nagyon nehéz, ha egyáltalán lehetséges. Először, a kontrol 

sejteket pontosan ugyanolyan hibridizációs procedúrának kell alávetni, mint a leukaemiás 

sejteket. Másodszor, a sejtvonalak heterogének és instabilak, ezért a különböző citotipusok 

csak egy kis frakciója felelhet meg olyan kontrolnak, melyet egy multiparaméteres iFISH 

vizsgálat igényelne (pl., MHH-CALL-2 vagy NALM-16 sejtvonalak a  DSMZ kollekcióban 

/DSMZ GmbH, Braunschweig, Németország/). 

Ebben a tanulmányban a vágási pontok reaktiv, diploid sejteken nyert eredmények és a 

Poisson eloszlás alapján lettek meghatározva, melynek során a fals nyerések / vesztések 

arányát bemutattuk. A tri- és tetraszómia   meghatározás átlagos standard deviációját is 

megadtuk, de ezek kombinált aneuszómiák esetén nem alkalmazhatók vágási pontokként.  
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3.1.2. táblázat  A kromoszóma nyerések gyakorisága iMN8 szerint, a HeL és HeH leukaemiákban 

jóiMN8 ID Chr4 % Chr6 % Chr10 % Chr 14 % Chr17 % Chr18 % Chr21 % ChrX % 

47 11 13 53 2 40 1 3 5 64 

47 13 15 15 14 34 9 16 16 16 

47 19 22 20 15 9 6 17 18 10 

47 21 44 1 1 5 1 7 1 41 

47 29 39 42 39 23 30 41 45 68 

47 37 7 14 2 63 1 3 9 16 

47 51 56 46 48 26 16 47 45 61 

47 62 24 16 2 21 0 4 1 3 

47 65 12 27 2 10 10 6 17 47 

47 68 9 4 0 1 0 0 1 95 

47 92 2 4 1 54 0 3 18 3 

47 129 0 0 0 16 2 0 3 57 

47 141 0 0 0 0 0 0 89 1 

47 148 90 0 0 0 0 0 1 0 

47 150 0 0 0 0 0 0 89 0 

47 151 2 8 1 5 1 1 83 2 

47 156 0 1 1 0 1 1 98 0 

47 159 0 2 0 0 0 3 15 1 

47 165 0 0 0 99 0 0 1 0 

47 185 9 9 6 42 16 17 44 23 

47 195 3 1 1 0 0 1 1 1 

47 201 3 4 1 8 5 1 2 81 

47 230 0 0 0 3 5 0 89 1 

48 30 59 39 3 7 4 18 15 31 

48 58 45 49 43 77 19 34 44 70 

48 70 7 4 9 0 0 6 87 75 

48 76 4 2 1 5 0 1 98 63 

48 93 0 1 0 11 24 0 86 98 

48 168 13 41 14 15 9 0 94 84 

48 186 16 19 13 9 2 26 52 12 

48 191 0 2 1 0 0 0 97 93 

48 231 0 3 0 2 0 1 66 0 

49 61 3 4 2 59 1 1 14 100 

49 163 0 0 0 5 0 0 100 0 

50 128 0 0 0 97 0 1 3 99 

50 204 0 22 3 50 30 14 69 100 

51 24 82 70 56 16 0 57 86 60 

51 67 0 2 7 77 0 71 91 80 

51 200 48 23 13 59 4 25 66 70 

52 4 75 70 70 70 1 68 66 62 

52 8 24 73 79 63 3 77 82 92 

52 20 94 93 0 50 96 0 86 96 

52 33 95 89 0 20 69 0 90 71 

52 35 3 79 1 94 92 72 88 99 

52 36 0 53 0 62 43 52 64 55 

52 71 0 0 88 86 0 87 93 91 

52 193 99 84 0 96 0 2 96 99 
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jóiMN8 ID Chr4 % Chr6 % Chr10 % Chr 14 % Chr17 % Chr18 % Chr21 % ChrX % 

53 5 0 83 92 69 70 87 88 29 

53 15 3 98 5 4 1 87 99 97 

53 31 91 86 0 92 64 75 89 96 

53 56 57 65 54 47 31 47 54 48 

53 57 54 88 60 48 44 56 69 82 

53 60 49 46 42 67 1 45 49 57 

53 66 85 83 74 46 49 79 80 83 

53 170 100 1 99 98 1 92 98 100 

54 2 92 85 89 65 1 95 95 85 

54 6 12 78 78 56 43 89 92 92 

54 7 26 59 59 81 1 63 79 96 

54 16 51 61 61 36 44 61 66 31 

54 17 8 72 6 98 5 71 94 99 

54 22 92 93 90 12 75 93 89 87 

54 40 91 92 0 83 84 82 97 67 

54 43 76 74 74 45 13 77 90 44 

54 49 3 80 81 93 77 80 92 100 

54 54 81 75 70 81 77 74 93 2 

54 55 92 90 92 98 0 86 96 100 

55 9 88 88 85 69 60 91 91 87 

55 12 92 89 87 76 54 89 95 100 

55 23 94 86 94 67 78 90 94 94 

55 38 60 71 59 71 8 60 67 67 

55 39 87 89 81 77 0 88 91 93 

55 45 96 92 92 93 81 84 94 99 

55 46 93 93 87 81 76 77 94 97 

55 47 0 2 93 93 2 91 93 100 

55 48 6 86 92 80 1 92 92 92 

55 50 90 89 86 78 0 71 88 96 

55 52 95 93 81 94 81 90 92 92 

55 53 70 82 68 73 17 68 65 88 

55 63 47 43 56 67 0 47 64 96 

56 1 89 89 86 95 11 92 92 95 

56 18 94 92 93 90 80 94 94 97 

56 26 97 95 63 93 86 88 95 99 

56 42 92 93 78 97 19 70 98 93 

56 44 96 91 87 74 58 94 90 95 

56 64 98 91 97 84 16 66 94 93 

56 135 92 84 86 89 30 91 84 95 

57 10 95 91 97 92 62 97 96 90 

58 41 90 83 84 71 83 88 88 93 

62 34 88 90 90 89 82 88 92 100 
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3.1.3. táblázat A kromoszóma konstelláció szerinti egyedi szubklónok és a Steiner-fa 

asszociált paraméterek összefüggései a különböző leukaemia csoportokban. 

 

* r - Pearson korrelációs koefficiens, ** p – egymintás valószinüség próba 

Azonban, hogy az értékelés biztonságát fokozzuk, minden olyan esetben, ahol a korrelált 

adatbázist csoport vagy hálózat analizisre használtuk, az egyedi kromoszóma konstellációt 

mutató szubklónokkal a számitásokat kétféleképpen is elvégeztük: minden egyedi szubklónt 

figyelembe véve, vagy csak a legalább két reprezentánsból álló subklónokat  tekintve. Annak 

a valószinűsége, hogy tévesen ugyanaz a 8-helyértékű számsor, helyértékenként 3 változóval, 

kerüljön leolvasásra, a 10
-3

 – 10
-4

 tartományban van.  

 Az iMN8 értékek gyakoriság eloszlása azt mutatta, hogy pre-B-pALL-ben a 

hyperdiploiditás kialakulásában résztvevő leggyakoribb nyolc kromoszóma vizsgálatával 

illetve a kariotipizálással nyert MN adatok nagyon szorosan korreláltak  (7, 13, 15).  

 HD HeL HeH 

 r* p** r p r p 

klón # vs Steiner-fa hossz 

minden kariotipus 

egysejtes reprezentánsok 

kizárása 

 

 

0.977 

0.977 

 

<0.001 

<0.001 

 

0.978 

0.981 

 

<0.001 

<0.001 

 

0.981 

0.964 

 

<0.001 

<0.001 

‘szimultán’ mutációk vs 

Steiner-fa hossz 

 

minden kariotipus 

egysejtes reprezentánsok 

kizárása 

 

 

0.798 

0.494 

 

<0.001 

<0.005 

 

0.897 

0.504 

 

<0.001 

<0.05 

 

0.774 

0.368 

 

<0.001 

<0.01 

klónszám - 1 / Steiner-fa 

hossz 

 

minden kariotipus 

egysejtes reprezentánsok 

kizárása 

 

 

0.848 

0.907 

 

0.797 

0.936 

 

0.868 

0.897 
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3.1.4. táblázat . Az egyes kromoszómák modális száma (M) valamint az ettől eltérő értéket mutató sejtek aránya, iMN8 szerint a HeL és HeH csoportban 

iMN8 ID Chr4 
M 

Chr4 
F 

Chr6 
M 

Chr6 
F 

Chr10 
M 

Chr10 
F 

Chr14 
M 

Chr14 
F 

Chr17 
M 

Chr17 
F 

Chr18 
M 

Chr18 
F 

Chr21 
M 

Chr21 
F 

ChrX 
M 

ChrX 
F 

Mean of 
F 

 
47 11 2 0.13 3 0.47 2 0.02 2 0.39 2 0.01 2 0.03 2 0.05 3 0.55 0.21  
47 13 2 0.19 2 0.15 2 0.24 2 0.34 2 0.09 2 0.16 2 0.16 2 0.19 0.19  
47 19 2 0.22 2 0.20 2 0.15 2 0.09 2 0.13 2 0.17 2 0.28 2 0.14 0.17  
47 21 2 0.44 2 0.01 2 0.01 2 0.04 2 0.01 2 0.07 2 0.01 1 0.41 0.13  
47 29 2 0.39 2 0.42 2 0.39 2 0.23 2 0.30 2 0.41 2 0.50 2 0.45 0.39  
47 37 2 0.07 2 0.14 2 0.09 3 0.51 2 0.01 2 0.03 2 0.09 2 0.22 0.14  
47 51 3 0.44 2 0.46 2 0.48 2 0.26 2 0.16 2 0.47 2 0.45 2 0.47 0.40  
47 62 2 0.26 2 0.16 2 0.02 2 0.21 2 0.09 2 0.04 2 0.01 1 0.03 0.10  
47 65 2 0.12 2 0.27 2 0.02 2 0.10 2 0.10 2 0.06 2 0.22 1 0.47 0.17  
47 68 2 0.10 2 0.04 2 0.07 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.01 2 0.22 0.05  
47 92 2 0.01 2 0.04 2 0.01 2 0.54 2 0.00 2 0.03 2 0.18 1 0.03 0.11  
47 129 2 0.00 2 0.00 2 0.18 2 0.16 2 0.02 2 0.00 2 0.03 2 0.56 0.12  
47 141 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 3 0.10 2 0.01 0.01  
47 148 3 0.10 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.01 1 0.00 0.01  
47 150 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 3 0.11 2 0.00 0.01  
47 151 2 0.01 2 0.07 2 0.01 2 0.04 2 0.01 2 0.01 3 0.17 2 0.01 0.04  
47 156 2 0.00 2 0.00 2 0.01 2 0.00 2 0.01 2 0.01 3 0.01 1 0.00 0.01  
47 159 2 0.00 2 0.02 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.03 2 0.15 2 0.08 0.03  
47 165 2 0.00 2 0.00 2 0.00 3 0.02 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.00 0.00  
47 185 2 0.09 2 0.09 2 0.06 2 0.41 2 0.16 2 0.17 2 0.44 1 0.23 0.21  
47 195 2 0.03 2 0.01 2 0.01 2 0.01 2 0.00 2 0.01 2 0.01 3 0.01 0.01  
47 201 2 0.03 2 0.04 2 0.01 2 0.08 2 0.05 2 0.01 2 0.02 3 0.20 0.06  
47 230 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.03 2 0.05 2 0.00 3 0.57 2 0.01 0.08  
48 30 3 0.52 2 0.39 2 0.03 2 0.06 2 0.20 2 0.18 2 0.19 2 0.34 0.24  
48 58 2 0.48 2 0.53 2 0.43 4 0.63 2 0.19 2 0.38 2 0.44 3 0.62 0.46  
48 70 2 0.07 2 0.04 2 0.09 2 0.00 2 0.00 2 0.13 3 0.21 2 0.46 0.13  
48 76 2 0.04 2 0.02 2 0.01 2 0.05 2 0.00 2 0.06 3 0.01 2 0.39 0.07  
48 93 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.11 2 0.24 2 0.00 3 0.13 2 0.09 0.07  
48 168 2 0.13 2 0.41 2 0.14 2 0.15 2 0.09 2 0.00 3 0.07 2 0.16 0.14  
48 186 2 0.16 2 0.19 2 0.13 2 0.08 2 0.02 2 0.26 2 0.55 2 0.12 0.19  
48 191 2 0.00 2 0.02 2 0.01 2 0.00 2 0.00 2 0.00 3 0.03 3 0.07 0.02  
48 231 2 0.00 2 0.03 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.01 2 0.66 2 0.00 0.09  
49 61 2 0.06 2 0.03 2 0.09 3 0.43 2 0.16 2 0.13 2 0.14 3 0.19 0.15  
49 163 2 0.00 2 0.00 2 0.00 2 0.05 2 0.00 2 0.00 5 0.12 1 0.00 0.02 

0
.0

1
-0

.4
6

 

50 128 2 0.00 2 0.00 2 0.00 4 0.20 2 0.00 2 0.01 2 0.03 3 0.33 0.07 
50 204 2 0.00 2 0.22 2 0.03 2 0.50 2 0.30 2 0.14 3 0.56 3 0.00 0.22 

Mean of F: 0.11  0.12  0.08  0.16  0.07  0.08  0.19  0.20 0.13 
                  0.07-0.20  
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iMN8 ID 
Chr4 

M 
Chr4 

F 
Chr6 

M 
Chr6 

F 
Chr10 

M 
Chr10 

F 
Chr14 

M 
Chr14 

F 
Chr17 

M 
Chr17 

F 
Chr18 

M 
Chr18 

F 
Chr21 

M 
Chr21 

F 
ChrX 

M 
ChrX 

F 
Mean of 

F  

51 24 3 0.18 3 0.30 3 0.44 2 0.16 2 0.00 3 0.43 4 0.26 3 0.44 0.28  

51 67 2 0.00 2 0.10 2 0.07 3 0.23 2 0.00 3 0.31 4 0.15 3 0.21 0.13  

51 200 2 0.48 2 0.23 2 0.13 3 0.43 2 0.04 2 0.25 3 0.60 3 0.62 0.35  

52 4 3 0.28 3 0.30 3 0.30 3 0.33 2 0.01 3 0.35 3 0.39 3 0.40 0.30  

52 8 2 0.24 3 0.28 3 0.23 3 0.53 2 0.03 3 0.28 4 0.60 2 0.30 0.31  

52 20 3 0.06 3 0.07 2 0.00 2 0.50 3 0.03 2 0.00 4 0.30 3 0.13 0.14  

52 33 3 0.05 3 0.11 2 0.00 2 0.19 3 0.31 2 0.00 4 0.22 3 0.29 0.15  

52 35 2 0.03 3 0.23 2 0.01 3 0.05 3 0.08 3 0.30 3 0.12 2 0.03 0.11  

52 36 2 0.00 3 0.47 2 0.00 3 0.38 2 0.43 3 0.48 4 0.39 3 0.45 0.33  

52 71 2 0.00 2 0.00 3 0.12 3 0.14 2 0.00 3 0.13 4 0.10 3 0.09 0.07  

52 193 3 0.04 3 0.19 2 0.00 3 0.05 2 0.00 2 0.02 4 0.04 3 0.02 0.04  

53 5 2 0.00 3 0.17 3 0.09 3 0.31 3 0.31 4 0.55 4 0.21 2 0.29 0.24  

53 15 2 0.03 4 0.14 2 0.05 2 0.04 2 0.01 3 0.22 4 0.03 4 0.06 0.07  

53 31 3 0.09 3 0.14 2 0.00 3 0.09 3 0.36 3 0.25 3 0.11 4 0.25 0.16  

53 56 3 0.43 3 0.37 3 0.46 2 0.47 2 0.31 2 0.47 3 0.55 2 0.48 0.44  

53 57 2 0.55 3 0.39 3 0.41 2 0.48 2 0.44 3 0.44 3 0.32 2 0.18 0.40  

53 60 2 0.49 2 0.46 2 0.42 3 0.62 2 0.09 2 0.45 2 0.49 2 0.43 0.43  

53 66 3 0.15 3 0.17 3 0.26 2 0.46 2 0.49 3 0.22 4 0.44 3 0.58 0.34  

53 170 3 0.01 2 0.01 3 0.00 3 0.00 2 0.01 3 0.43 4 0.04 2 0.00 0.06  

54 2 3 0.08 3 0.15 3 0.11 3 0.50 2 0.01 4 0.49 4 0.24 3 0.15 0.22  

54 6 2 0.15 3 0.28 3 0.25 3 0.44 2 0.49 4 0.49 4 0.20 3 0.11 0.30  

54 7 2 0.26 3 0.43 3 0.42 3 0.59 2 0.01 3 0.39 3 0.60 2 0.33 0.38  

54 16 3 0.49 3 0.41 3 0.40 2 0.35 2 0.44 2 0.61 4 0.61 1 0.31 0.45  

54 17 2 0.10 3 0.32 2 0.06 4 0.28 2 0.05 3 0.30 4 0.29 4 0.43 0.23  

54 22 3 0.09 3 0.08 3 0.11 2 0.12 3 0.25 4 0.40 3 0.11 3 0.13 0.16  

54 40 3 0.18 3 0.09 2 0.00 3 0.31 3 0.16 3 0.20 4 0.07 3 0.35 0.17  

54 43 3 0.30 3 0.26 3 0.27 2 0.45 2 0.13 3 0.51 4 0.28 2 0.44 0.33  

54 49 2 0.03 3 0.20 3 0.20 4 0.17 3 0.23 3 0.20 4 0.27 2 0.05 0.17  

54 54 3 0.37 3 0.31 3 0.31 3 0.24 3 0.23 3 0.27 4 0.21 2 0.05 0.25  

54 55 3 0.08 3 0.10 3 0.08 3 0.02 2 0.00 3 0.14 4 0.13 2 0.00 0.07  

55 9 3 0.12 3 0.12 3 0.14 3 0.39 3 0.42 4 0.37 4 0.35 3 0.19 0.26  

55 12 3 0.08 3 0.11 3 0.13 4 0.45 2 0.54 3 0.11 4 0.20 2 0.00 0.20  

55 23 3 0.06 3 0.15 3 0.06 3 0.33 3 0.22 3 0.11 4 0.10 2 0.12 0.14  

55 38 3 0.40 3 0.29 3 0.41 4 0.34 2 0.08 3 0.40 4 0.33 2 0.33 0.32  

iMN8 ID Chr4 Chr4 Chr6 Chr6 Chr10 Chr10 Chr14 Chr14 Chr17 Chr17 Chr18 Chr18 Chr21 Chr21 ChrX ChrX Mean of  
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M F M F M F M F M F M F M F M F F 

55 39 3 0.13 3 0.14 3 0.20 3 0.58 2 0.00 3 0.18 4 0.38 4 0.44 0.26  

55 45 3 0.04 3 0.10 3 0.08 3 0.07 3 0.19 3 0.17 4 0.17 2 0.03 0.11  

55 46 3 0.07 3 0.11 3 0.18 3 0.23 3 0.24 3 0.23 4 0.13 2 0.06 0.16  

55 47 2 0.00 2 0.02 3 0.07 4 0.12 2 0.02 3 0.09 4 0.14 4 0.07 0.07  

55 48 2 0.06 3 0.15 4 0.21 3 0.20 2 0.01 4 0.24 4 0.13 3 0.08 0.14  

55 50 3 0.11 3 0.12 3 0.14 3 0.22 2 0.00 3 0.29 5 0.28 2 0.04 0.15  

55 52 3 0.05 3 0.08 3 0.19 3 0.06 3 0.19 3 0.13 4 0.09 3 0.08 0.11  

55 53 3 0.30 3 0.18 3 0.32 4 0.54 2 0.25 3 0.32 4 0.62 4 0.14 0.34  

55 63 2 0.49 2 0.43 2 0.56 4 0.33 2 0.00 2 0.47 4 0.40 2 0.07 0.34  

56 1 3 0.11 3 0.11 3 0.14 4 0.22 2 0.11 4 0.49 4 0.08 3 0.22 0.18  

56 18 3 0.06 3 0.08 3 0.07 3 0.11 3 0.20 4 0.15 4 0.10 2 0.05 0.10  

56 26 3 0.03 3 0.04 3 0.37 3 0.07 3 0.14 3 0.12 4 0.14 3 0.08 0.12  

56 42 3 0.08 3 0.08 3 0.27 4 0.16 2 0.19 3 0.30 4 0.02 4 0.40 0.19  

56 44 4 0.29 3 0.09 3 0.13 3 0.54 3 0.43 4 0.52 4 0.48 3 0.06 0.32  

56 64 3 0.02 3 0.12 3 0.04 4 0.46 2 0.16 3 0.35 4 0.10 4 0.09 0.17  

56 135 3 0.08 3 0.16 3 0.14 4 0.39 2 0.30 4 0.27 4 0.33 4 0.55 0.28 

0
.0

4
 –

 0
.4

5
 

57 10 3 0.06 3 0.10 3 0.04 3 0.34 3 0.46 4 0.19 4 0.46 3 0.37 0.25 

58 41 4 0.25 4 0.51 4 0.49 4 0.33 3 0.21 3 0.32 4 0.17 3 0.41 0.34 

62 34 4 0.51 4 0.38 4 0.35 4 0.46 4 0.46 4 0.36 5 0.40 4 0.68 0.45 

Mean of F: 0.16  0.20  0.19  0.30  0.18  0.30  0.26  0.23 0.23 

                  0.16-0.30  
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Bármelyik megközelitéssel, a total kromoszóma szám szerinti szubklónok, az egyedi 

kromoszóma konstellációt mutató szubklónok – az összes, vagy a legalább kétsejtes 

reprezentánsok – alapján, masszivan heterogén szubklonális architektúra mutatkozott az egyes 

leukaemiákban. Az első megközelitéssel kiderült, hogy a domináns szubklónok csak kb. a 

felét illetve a harmadát tették ki a HeL illetve HeH csoportba tartozó leukaemiáknak. Ezen 

adatok korrelálnak egy, genetikailag nem szubtipizált, csak néhány pre-B-pALL leukaemián, 

mindössze 4 kromoszómára folytatott iFISH tanulmány eredményével, de a legnagyobb CCA 

adatbázissal, mely szerint az ALL esetek 84%-ában csak 1 klón volt kimutatható, szöges 

ellentétben állnak (12, 29, 30). A CCA és az iFISH adatok közötti diszkrepancia 

magyarázható azzal, hogy a CCA procedúra során klonális szelekció léphet fel a szubklónok 

eltérő növekedési sajátosságai miatt, továbbá azzal, hogy az iFISH tipizálás egy 

nagyságrenddel nagyobb sejt vizsgálatán alapul. A CCA egyébként korrelált adatgyüjtésnek 

számitana, feltéve, ha egy mintában levő összes normál és genetikailag abberáns klónt 

reprezentálná, mely a jelen adatok tükrében már nem valószinüsithető. Bár a CCA -  szelektiv 

felismerési képessége ellenére – kellően nagy kohort vizsgálata alapján fel tudja ismerni egy 

betegség összes citogenetikai aberrációját, mint például a HeH pre-B-pALL-ét, de ez nem 

kompenzálja a nagyrészt elvesző, sejt specifikus genetikai információt (31). Ez lehet az oka 

annak, hogy az új technológiák alkalmazása megkérdőjelezi a pre-B-pALL CCA-ra 

bazirozott, kvázi monoklonális jellegét (28). Legújabban az új generáziós szekvenálás pre-B-

pALL-ben, beleértve a HD leukaemiákat is, az immunglobulin nehézlánc gén (IgH) lokusz 

massziv heterogenitását tárta fel. Ezt az IgH génátrendeződés folyamatosan (’ongoing’) – a 

malignus transformáció után is – zajló jellegével magyarázták (22,32). Tehát ez a jelenség 

magasabb és nem a tumor genezis szintjén alakult ki, mint amit jelen tanulmányunk leir.  

 A három különböző módon meghatározott szubklónok száma szignifikánsan 

különbözött a HeH és HeL csoportokban, de az egyedi szubklónok száma (mindkét definició 

szerint) nem korrelált erősen az iMN8 értékekkel. Ez azzal magyarázható, hogy a 

kromoszóma szám szerinti szubklónok gyakoriság eloszlása bizonyos  heterogenitást 

mutatott, különböző mintázatokat vett fel és nem változott arányosan a növekvő iMN8-cal.  Ez 

azt jelenti, hogy sokkal egyszerűbb, ’célirányosabb’ valamint sokkal komplexebb, 

’elágazóbb’ leukaemogenesis egyaránt állhat a klinikailag manifesztálódó HD pre-B-pALL 

hátterében. Továbbá, a bimodális szubklón mintázat arra utal, hogy szubklonális szinten is 

szelekciós nyomás állhat fenn a HeL illetve a HeH tartományokban, melynek 

következményeként – vagy HeL vagy HeH túlsúlyú - két szubklón populáció fordul elő a HD 

pre-B-pALL-ben. A massziv szubklonális heterogenitás mellett fokozott CIN értékeket is 
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találtunk a HeL és a HeH csoportokban, melyek meghaladták a a kromoszóma stabil tumorok 

illetve a reaktiv sejtek hasonló értékeit 3-4x illetve 5-8x (33). A négy relapszus HeH 

leukaemia változó iMN8 értékei is ezt a jelenséget tükrözhették. Egy tanulmány azonban már 

leirt hasonló jelenséget, 11 relabáló HeH pre-B-pALL esetén 7 relapszus változatlan, 4  

viszont változó modális kromoszóma szám (MN) mellett következett be (34). A CIN 

fennálltát HD pre-B-pALL-ben már CCA és iFISH tanulmány is leirta, de nemzetközi 

szakmai körökben az az álláspont dominál, miszerint a HeH pre-B-pALL-ben a CIN 

patogenetikai szerepet nem játszik és a ritkán metafázissal is látható szubklónok inkább 

klonális evolució, mint kariotipus instabilitás eredményei (11, 12, 13, 15, 30, 35). A CIN-re 

valamint a multiplex CNA-re vontakozó, klonálisan független relapszusok fennálltát feltáró 

leleteink egyirányba, szubklonális heterogenitás, ’passenger’ mutánsok, preleukémiás klón 

fennálltára utalnak (36). 

 Az egyedi kromoszóma nyerések gyakoriság eloszlás vizsgálata iMN8 szerint azt 

mutatta, hogy nem mindig ugyanazon kromoszóma szet adja a nyeréseket, még azonos iMN8 

mellett sem. Ez valamint azon csoport analizis eredményünk, miszerint a kromoszóma kópia 

változásoknak csak egy kis csoportja mutat csoportképződést, arra utalnak, hogy a 

kromoszóma szám szekvenciális változásának fontos szerepe van a HD pre-B-pALL 

leukemogenezisében. A hálózat analizis további bizonyitékokkal szolgált ezen 

patomechanizmus mellett. A Steiner-fa az egymástól egységnyi genetikai eltérésben 

különböző egyedek (itt szubklónok) közötti legrövidebb hálózatot képviseli. A Steiner-fa 

hossza valamint a feltételezett ’szimultán’ mutációkat is tartalmazó egyedi kromoszóma 

konstellációt mutató szubklónok száma közötti lineáris és nem logaritmikus összefüggés arra 

utalt, hogy a kromoszóma szám változások többségben szekvenciálisan, egyesével, mentek 

végbe. A detektált egyedi szubklónok – 1 / Steiner-fa hossz számérték 1.00, ha minden 

mutáció szekvenciális, de közeliti a 0.00 értéket, ha minden mutáció szimultán. Ezen 

paraméter értéke ebben a tanulmányban azt mutatta, hogy a numerikus aberrációk kb. 90 %-a 

szekvenciálisan alakult ki. Bár ezek nyerések és vesztések is lehetnek, bármelyik esetben 

valószinűsithető, hogy ezen változások nem random folyamatok, hanem szelekciós nyomás 

hatására születtek. Mivel korábbi allél dózis és CCA tanulmányok kizárták a poliploidizációt 

és az azt követő kromoszóma vesztéseket, mint patogenetikai útvonalat (Route 2), mert a 21-

es kromoszóma kivételével a konzekutiv oszlásokban a szekvenciális kromoszóma nyerés 

potenciális patogenetikai szerepét fenntartották, mert bizonyitották, hogy az alacsonyabb MN-

nél mutatott kromoszóma nyerések stabilan megmaradtak magasabb MN osztályokban is, és 
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mivel a jelen tanulmány szerint a kromoszóma szám szerinti szubklónok gyakori bimodális 

eloszlása áll fenn, az a véleményünk, hogy az adatok a megfelelő kromoszómák szekvenciális 

nyerésére és nem vesztésére utalnak (11, 21, 24, 25). 

 Összefoglalva, adataink azt mutatják, hogy a magas hierarchikus rendezettséget 

mutató szekvenciális kromoszóma szám nyerés valamint a kromoszóma instabilitás 

meghatározó, de valószinüleg nem kizárólagos patogenetikai szereppel birnak HeH pre-B-

pALL-ben és ezek csak mennyiségileg, de nem minőségileg térnek el a HeL pre-B-pALL-ben 

észleltektől. A jövőbe nézve, ezen leukaemiákban a kromoszóma szegregációs 

mechanizmusok vizsgálata olyan specifikus hibákat tárhat fel, amely új target terápia alapját 

képezhetik (37). Továbbá, az itt bemutatott (8-paraméteres kromoszóma szám) analizis 

lehetővé teszi mindössze 3 kromoszóma vizsgálata alapján – közel 100 % specificitással és 

szenzitivitással -  a HeH status predikcióját, melyet CCA adatok alapján már korábban is 

megkiséreltek (38).
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3.2. t(12;21)(p13q22) pozitiv gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia: 

Epidemiológia, prognosztika és reziduális betegség 

3.2.a. Bevezetés 

A gyermekkori ALL 85%-át kitevő, pre-B-sejtvonalú ALL prognózisában, túlélési 

mutatóiban jelentős javulás következett be (1, 2). Ez nagyrészt a klinikai-laboratóriumi 

prognosztikai faktorok – többek között a citogenetikai státusz – részletes analízisével, 

valamint az ezek segítségével csoportosított, betegekre adaptált specifikus terápiával, 

általánosságban a terápiás lehetőségek jelentős fejlődésével kapcsolatos (3, 4, 5, 6). A 2000. 

évi végleges gyógyulási arány gyermekkori ALL esetén a nemzetközi statisztikák szerint 70-

80% (7, 8, 9), s ennek a Nemzetközi BFM Munkacsoporthoz (International BFM-family 

Study Group) csatlakozott Magyar Gyermekonkológiai Munkacsoport által nyilvántartott 

magyarországi beteganyag is megfelelt (10). A 2008-as adatok – a genetikai háttér 

függvényében – 80-85 %-os illetve 90% feletti túlélést igazoltak (11). A véglegesen gyógyult 

betegek egy része azonban nyilvánvalóan túlkezelt, a betegek 20-30 %-a viszont alul-, ill. 

rosszul kezelt, a terápia eredménytelen. Ez további terápia stratifikálást tett szükségessé, 

ennek viszont a betegség heterogenitásának további feltárása és újabb prognosztikai faktorok 

felismerése az előfeltétele. A fentiek miatt a Magyar Gyermekonkológiai Munkacsoport olyan 

programot indított még az 1990-es évek közepén, melynek célja az volt, hogy az akkori 

ismeretek alapján a legerősebb, független prognosztikai faktor, a számbeli kromoszóma 

eltérés mellett a leggyakoribb – részben csak molekuláris technikákkal vizsgálható – 

strukturális anomáliák is vizsgálatra kerüljenek a gyermekkori ALL beteganyagban. A 

program a t(12;21)(p13;q22), a t(1;19)(q23;p13), a t(9;22)(q34;q11) és a t(4;11)(q21;q23) 

vizsgálatát tűzte ki célul. Az ezen kromoszóma anomáliákat, kiegyensúlyozott 

transzlokációkat hordozó gyermekkori ALL betegek esetében a molekuláris biológiai 

módszertan új távlatokat nyitott a minimális reziduális betegség (MRB) vizsgálata terén is 

(12, 13). Tanulmányunk első része a fent vázolt program során végzett munka első 

eredményét foglalja össze. A különböző eljárásokkal (áramlási citometria, interfázis 

citogenetika) DNS tartalom-kromoszómaszám szerint profilozott ALL csoportokban a 

t(12;21)(p13;q22) előfordulását mutatja be a Magyar Gyermekonkológiai Munkacsoport által 

1995-99 között regisztrált 130 gyermekkori ALL beteganyagon (l. 2.2.a. pont). A t(12;21) 

transzlokáció a 12-es kromoszómán elhelyezkedő TEL (jelenlegi neve: ETV6) és a 21-es 

kromoszómán lévő AML1 (jelenlegi neve: RUNX1) gének fúzióját eredményezi. A reverz 

transzkripciós polimeráz láncreakcióval (RT-PCR) kimutatható transzlokációt azért tartottuk 
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fontosnak munkánk első lépéseként vizsgálni, mert klasszikus citogenetikai eljárással nem 

detektálható; mai ismereteink szerint ez a pre-B-fenotípusú gyermekkori ALL-ben a 

leggyakrabban előforduló transzlokáció (12, 14, 15, 16, 17), a betegség kimenetelére 

gyakorolt hatásáról az irodalomban ellentmondásos adatok találhatók (14, 18, 19, 20, 21, 22, 

23, 24) és ilyen tanulmány ebben a geográfiai régióban még nem történt. 

A MRB meghatározás nagy jelentőségű, mert az indukciós kemoterápiára adott 

válasz dinamikáját mutatja, korai relapszust jelez és önálló prognosztikai faktornak 

bizonyult (25, 26, 27, 28, 29, 30). Az MRB mérésre alkalmazott módszer meghatározása 

komplex kérdés. A különböző módszerekkel nyert eredmények biológiai jelentése eltérő 

lehet, ezért vitatott, hogy mely módszerek jellemzik legjobban a tumor higulást (31). A 

kezdetben divatos PCR alapú eljárásokkal kapcsolatban hangsúlyozandó, hogy a DNS 

illetve expresszió (RNS) alapú módszerek indirektek, nem ugyanazt mérik, az expresszió 

nagyságrendekben eltérhet két hasonló sejtpopulációban, a viszonyitás egy referencia 

génhez történik  (32, 33, 34, 35, 36, 37, 38). A sejt alapú eljárások viszont a maradvány 

leukaemiás sejtek számáról direkt információt adnak. Az áromlási citometria számára 

azonban nem mindig áll rendelkezésre patológiás patognomikus fenotipus, vagy az a 

lefolyás során el is veszhet (39, 40). A konvencionális citogenetika a tenyésztési igény, az 

alacsony sejtelem vizsgálati szám, a klonális szelekció, stb miatt kevéssé alkalmas MRB 

vizsgálatra (41, 42, 43, 44). Az interfázis citogenetika (iFISH) ezen hátrányok jelentős 

részét leküzdi, célkérdésekre képes választ adni, de a fals pozitivitás arány önmagában 

MRB meghatározásra kevéssé teszi alkalmassá (44, 45, 46, 47, 48, 49, 50). Ha az 

immunfluoreszcens fenotipizálás és az iFISH in situ szimultán vagy szekvenciálisan – egy 

relokalizációt lehetővé tevő eszközben (Scanning Fluorescence Microscope – SFM) -  

elvégezhető, akkor feno- és genotipizálás egysejt szinten megvalósitható (Kombinált 

Immunfluoreszcencia Interfázis FISH /KIIF/), valószinüsithetően jóval magasabb 

szenzitivitás mellett (51, 52, 53).   

Ennek mentén célünk az volt, hogy egy olyan sejtszintű módszert fejlesszünk ki, 

mely kombinálja a fenotipizálást és az iFISH-t, továbbá, hogy ennek révén a reziduális 

tumor tömeg szenzitiven és automatizáltan mérhető legyen pALL-ben. Az itt leirt módszert 

arra terveztük, hogy a pALL-ben leggyakoribb feno- és genotipust képviselő, 

ETV6/RUNX1 (korábban TEL/AML1) fúziót eredményező, t(12;21)(p13;q22)+ és acut 

lymphoblastos leukaemia antigén (CALLA, CD10)+ reziduális leukaemias sejteket 

legalább 10
-3

 higulásig detektálni tudjuk.  

A klinikai tanulmányban a t(12;21)(p13;q22) pozitiv pALL betegség 
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monitorizálására a sejtalapú SFM/KIIF analizist kombináltuk különböző DNS markerek 

valamint az RNS expresszió valósidejű, klón specifikus, kvantitativ polimeráz láncreakció 

(RQ-PCR, RQ-RT-PCR) vizsgálatával. Ennek során a betegek egy részében a 

posztindukciós periódusban olyan leukaemia prekurzorokat azonositottunk SFM/KIIF 

eljárással, melyek ’láthatatlanok’ voltak a DNS és RNS alapú kvantitativ PCR 

módszerekkel.  

3.2.b. Eredmények  

A t(12;21) transzlokáció specifikus RT-PCR eljárás eredménye (3.2.1. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1.ábra A t(12;21) kimutatására alkalmazott RT-PCR eljárás termékének 

gélelektroforézissel történő értékelése. M molekulasúly marker; K+ pozitív kontrolként 

szolgáló, a t(12;21)-t hordozó REH sejtvonal mintában egy 267 bp és egy 228 bp nagyságú, 

eltérő intenzitású amplifikátum észlelhető; K- ismert citogenetikájú, t(12;21) transzlokációt 

nem hordozó sejtvonal; Betegminták t(12;21) pozitív ALL betegek, a. alternatív mRNS érés 

eredményeként megjelent 228 bp nagyságú amplifikátum, b. intenzív 267 bp nagyságú és 

gyenge 228 bp nagyságú amplifikátum (54).  

A 130 ALL-es betegmintából izolált RNS-preparátumból 105 esetben volt sikeres az 

a2-a3 szakasz RT-PCR amplifikálása, azaz 105 ALL minta esetén állt rendelkezésre 

megfelelő minőségű RNS. A 105 preparátumból 20 mintában (19.0%) kaptunk pozitivitást a 

t(12;21) transzlokációra  és 3 (2.8%) mintában a m-bcr típusú átrendeződésre. A két 

transzlokáció együttes előfordulását azonban nem észleltük. A t(12;21) pozitív gyermekek 
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között 14 lány és 6 fiú fordult elő, életkoruk 2 és 14 év között változott 5,8 év átlagéletkorral. 

Bimodális koreloszlást nem tapasztaltunk (3.2.2.  ábra).  

3.2.2. ábra A t(12;21) pozitív betegek kor- és nem szerinti megoszlása (54).  

 A t(12;21) pozitív ALL betegek DNS tartalom szerinti kategorizálása során  

összehasonlítottuk a 122 válogatatlan ALL-es gyermek (8 esetben technikai okok miatt nem 

történt mérés) DNS index (DI) eloszlását a transzlokációra pozitív gyermekek hasonló 

paraméterével (3.2.3. ábra és 3.2.1. táblázat).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3. ábra A 122 válogatatlan és a 20 t(12;21) pozitív ALL-es gyermek DI eloszlásának 

összehasonlítása (54). 

Az áramlási citometriás DI alapján a válogatatlan ALL betegek 2%-a hypodiploidnak, 72%-a 

diploidnak, míg 26%-a hyperdiploidnak (6% hyperdiploid A, 20% hyperdiploid B) bizonyult. 

E paraméter alapján a t(12;21) transzlokációra pozitív betegek megoszlása ugyanezen 

ploiditási csoportokban 0%, 95% és 5%. 
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DI 
DI<1 

hypodiploid 

DI=1 

diploid 

1<DI1.15 

hyperdiploid A 

DI>1.15 

hyperdiploid B 
Összesen 

t(12;21)+ 

betegek száma 
0 19* 0 1 20 

% 0 95 0 5 100 

* egy betegben 75%-os diploid jellegű blastarány mellett egy minor, az össz blastpopuláció 6%-át kitevô, 

DI=1.80 klónt azonosítottunk 

3.2.1. táblázat A t(12;21) pozitív betegek DI  szerinti eloszlása (54). 

 

3.2.4. ábra  A t(12;21) pozitív illetve negatív, BFM-ALL-95 protokoll szerint kezelt, összesen 

100 ALL-es gyermek esemény mentes túlélési görbéi. P (log rank): 0.16, NS (55). 

 Összesen 100, egységes terápiás protokol (BFM-ALL-95) szerint kezelt pALL beteg 

között 21, a t(12;21) transzlokációt hordozó pALL-es gyermek klinikai követését tudtuk 

elvégezni. A klinikai rizikó csoportok megoszlása a transzlokáció negatív ill. pozitív 

gyermekek között szignifikánsan különbözött (
2
 = 15.95, DF:2, p<0.001). A t(12;21) pozitív 

gyermekek az alacsony rizikó (LR) csoportba sorolódtak. Az esemény mentes túlélési görbék 

vonatkozásában, azonban, a két csoport, a transzlokációt hordozó illetve arra negatív, nem 

különbözött szignifikánsan egymástól (3.2.4. ábra). 

Az automatizált kombinált immunfenotipizálás (CD10) és iFISH (ETV6/RUNX1) 

vizsgálatok (KIIF) során az átfekvő sejtek (7.22 %  5.64 %) a DAPI objektumok 2 
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paramétere (3.2.5.a ábra), míg az autofluoreszcens sejttörmelékek (1.07 % /0.44-3.77 %/) a 

SpGreen és SpOrange jelcsatornák alapján (3.2.5.b. ábra) kerültek kizárásra. Ezen 

processzálást követően az egysejtes sejtfelismerés specificitása 99.71 %-nak felelt meg, míg a 

CD10 + vs CD10- sejtek a nyert 0.490.19  vs 0.120.04 afu (önkényes fluoreszcencia 

egység) értékek alapján, melyek P0.001 szintű szignikáns különbséget mutattak, jobban 

elkülönithetők voltak. A CD10+ és CD10- sejteket diszkrimináló fluoreszcencia intenzitás 

vágási pont meghatározása érdekében a negativ és pozitiv sejtek CD10 fluoreszcencia 

intenzitásának eloszlását vizsgáltuk, az optimális szenzitivitást és specificitást a 0.18 afu 

határérték biztositotta (3.2.5.c. ábra). Igy a CD10 detektálás szenzitivitása 99.78 %-nak, 

specificitása 99.79 %-nak bizonyult (3.2.2. táblázat). A fals pozitivitás határérték (átlag + 2 

SD) 0.51 %-ként került meghatározásra a CD10+ sejt detektálás folyamán. Az ily módon 

történt CD10 pozitivitás meghatározás sebessége átlagosan 33 sejt / sekundum volt

3.2.5. ábra a A DAPI csatornában mért 

objektum área az X tengelyen, az 

objektumok excentricitása [(1-A/B)
1/2

, 

ahol A és B  az objektum hosszabb és 

rövidebb tengelye] az Y tengelyen 

ábrázolódik. A 2P histogram /scatter-

plot/ alapján az egyes sejtek jól 

elkülönithetőek. b A SpGeen (CD10 jel 

csatorna) és a SpOrange (háttér / 

autofluoreszcens csatorna) csatornákban 

mért CD10+ sejtek fluoreszcens 

intenzitásának 2P hisztogramja 

(scattergram). Az előző hisztogramon 

kikapúzott egysejt DAPI objektumokon belül a mindkét csatornában magas, ezért 

autofluoreszcenciának minősülő objektumok kizárhatók. c A CD10 fluoreszcens intenzitás 

eloszlása (efu) negativ kontrol (nc1-nc5) és pozitiv kontrol (pc) sejteken, reverz kumulativ 

hisztogram alapján (56). 
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3.2.2 táblázat A pozitiv sejtek aránya csak a CD10 immunfluoreszcencia (IF) határérték 

(CD10+) illetve az ETV6/RUNX1 iFISH fúziós szignál határértékkel kombinált  (KIIF) 

kritérium (CD10+, iFISH+) rendszer alapján (56). 

Minták 

 

CD10 

positivitás (%) 

CD10 és ETV6/RUNX6 

positivitás (%) 

A vizsgált sejtek 

száma Negativ kontrol 1 0.20 0.02 29347 

Negativ kontrol 2 0.09 0.01 61203 

Negativ kontrol 3 0.24 0.06 30336 

Negativ kontrol 4 0.46 0.07 17307 

Negativ kontrol 5 0.10 0.01 57772 

Átlag±SD 0.21±0.15 0.03±0.03 39193±19261 

REH 
*
 99.78 98.67 88326 

Dilutio 10.0% 
*
 14.36 9.48 49187 

Dilutio   5.0% 
*
 4.58 4.37 38345 

Dilutio   2.0% 
*
 2.01 1.43 49395 

Dilutio  1.0% 
*
 1.08 0.89 38023 

Dilutio   0.5% 
*
 0.67 0.46 50700 

Dilutio   0.2% 
*
 0.28 0.21 68049 

Dilutio   0.1% 
*
 0.15 0.10 50089 

*Az értékek triplikátumból származnak és a negativ sejtekben higitott pozitiv sejtek 

%-os arányát mutatják. 

Az automatikus iFISH detektálás során az 

iFISH  pozitivitás határt a legrövidebb piros – 

zöld jeltávolság alapján 7 pixel-ben (1.18 m) 

határoztuk meg, ennél 98 % szenzitivitást és 

82.7 % specificitást nyertünk. A relativ 

alacsony specificitás annak tudható be, hogy az 

extraszignált – nagy intenzitás variabilitása 

miatt – kizártuk a pozitivitás kritériumok közül 

(3.2.6. ábra).  

3.2.6. ábra A legrövidebb, piros és zöld iFISH szignálok közötti jeltávolság eloszlás negativ 

(nc) és pozitiv (pc) kontrol sejteken, kumulativ hisztogram alapján. A határérték 7 pixel-ben 

(1.18 m) került megállapitásra (56). 

 
The shortest distances between green and red 

FISH signals

17,30

98,00

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
distance (pixel)

fr
eq

u
en

cy
 (

%
)

nc pc

               dc_1046_15



  3.2 

 76 

A CD10+ és iFISH+ kritériumok alapján az automatizált rendszer CD10+, iFISH+ (leukaemia 

sejt) valamint CD10+, iFISH- (haematogonium) csoportokra tudta szeparálni a szkennelt 

DAPI objektumokat.  A KIIF módszer szenzitivitása 98.67 %, specificitása 99.97 %-nak 

bizonyult (3.2.2. táblázat). 

A pozitiv események detektálásának legalacsonyabb, még megbizható szintjét a fals 

pozitivitás + 2 SD alapján, 0.03% + 0.06 % = 0.09 %-ban határoztuk meg, mely 9 x 10
-4

 

gyakoriságú esemény detektálhatóságát jelenti. A későbbiekben ezt az értéket a gyakorlati 

szempontok alapján, a klinikai tanulmányok során 10
-3

 szintre ’rontottuk’.  A KIIF alapján 

történt pozitivitás meghatározás nagyon jól korrelált az elméleti pozitiv sejtértékekkel (r = 

0.998) és erősebbnek bizonyult a csak immunfluoreszcencia alapján történt meghatározásnál 

észlelt korrelációnál (r = 0.983). Az átlagos különbség az KIIF pozitivitás meghatározás és az 

elméleti értékek között 0.26 % volt, de a MRB vizsgálat szempontjából nagyon fontos 0.1 % - 

0.5 % tartományban ez az érték mindössze 0.01 % volt. (3.2.7. ábra). A kombinált 

immunfluoreszcencia + iFISH jelek automatizált meghatározása, kategorizálása és tárolása 

(KIIF vizsgálat) átlagosan sejtenként 15 msp-et vett igénybe. 
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3.2.7. ábra A CD10+, ETV6/RUNX1+ REH sejtvonal sejtek különböző higitásaiban az 

elméleti és a CD10 immunfluoreszcencia (IF) illetve a kombinált immunfluoreszcencia és 

iFISH (KIIF) módszer alapján mért pozitivitás értékek korrelációja, mely r = 0.983-nak ill r = 

0.998-nak felelt meg (56). 

 A klinikai tanulmányban a követett 14 t(12;21) ETV6/RUNX1+ pALL beteg 

különböző módszerekkel és időpontokban meghatározott MRB adatait összefoglalóan a 3.2.3. 

táblázat mutatja. Mivel a SFM / KIIF módszerrel a fals pozitiv arány 3 x 10
-4

-nek, a választott 

pozitivitás határérték (átlag fals pozitiv + 2 SD) pedig 9 x 10
-4

-nek felelt meg, a különböző 

analitikai módszerekkel mért terápiás válaszokat a MRB  10
-3 

tartományban hasonlitottuk 

össze.
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3.2.3. táblázat Tumor higulási, különböző módszerekkel mért adatok a különböző követési 

időpontoknál, 14 ETV6/RUNX1+ pALL betegnél (57). 

          

 Beteg 

 
Módszer 15. nap 33. nap 12. hét 5. hó 

      

#1 SFM 1.0* NA 3.0< †
 

1.6 

 RQ-PCR 1.0 2.6 3.1 3.1 

 RQ-RT-PCR 0.4 3.5 3.9 5.0 

      

#2  SFM NA  3.0< NA 3.0< 

 RQ-PCR NA 5.0< NA 5.0< 

 RQ-RT-PCR NA 5.4< NA 5.4< 

      

#3  SFM NA 3.0< NA 3.0< 

 RQ-PCR NA 5.0< NA 5.0< 

 RQ-RT-PCR NA 5.7< NA 5.7< 

      

#4  SFM 2.2 2.7 NA 2.5 

 RQ-PCR 2.3 4.0 4.0< 4.0< 

 RQ-RT-PCR 4.3 5.4< 5.4< 5.4< 

      

#5  SFM 0.9 2.3 2.1 3.0< 

 RQ-PCR IgH1
+ 

0.5 2.6 4.0< 4.0< 

 RQ-PCR IgH2 0.2 3.8 4.0< 4.0< 

 RQ-PCR IgH3 0.6 2.4 4.0< 4.0< 

 RQ-RT-PCR 0.6 NA 6.1 5.4< 

      

#6  SFM 0.8 3.0< 3.0< 2.3 

 RQ-PCR 0.9 3.2 5.0< 5.0< 

 RQ-RT-PCR 2.0 3.9 5.7< 5.7< 

      

#7  SFM 1.0 2.6 3.0< 3.0< 

 RQ-PCR 1.4 3.8 4.5 5.0< 

 RQ-RT-PCR 2.3 5.1 6.1< 6.1< 

      

#8  SFM 2.3 NA 3.0< 1.4 

 RQ-PCR 2.0 3.0 3.7 4.0< 

 RQ-RT-PCR 2.4 4.2 6.3 5.0 

      

#9  SFM 3.0< NA 3.0< 1.9 

 RQ-PCR NA 5.0< 5.0< 5.0< 

 RQ-RT-PCR 2.8 NA 6.1< 6.1< 

      

#10  SFM NA 3.0< 3.0< 3.0< 

 RQ-PCR 1.7 3.4 4.4 4.4 

 RQ-RT-PCR NA 3.6 4.4 4.7< 

      

#11  SFM 1.1 3.0< 3.0< 3.0< 

 RQ-PCR NA 3.0< 3.0< 3.0< 

 RQ-RT-PCR 1.6 5.3 5.4< 5.4< 

      

#12  SFM NA 3.0< NA 3.0< 

 RQ-PCR NA 2.5 NA 4.0 

  RQ-RT-PCR NA 4.6 NA 4.7< 
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#13 SFM 2.2 3.0< NA 3.0< 

          

 Beteg 

 
Módszer 15. nap 33. nap 12. hét 5. hó 

      

 RQ-PCR 0.9 4.0< NA 4.0< 

 RQ-RT-PCR NA 5.0< NA 5.0< 

      

#14  SFM NA NA NA 3.0< 

 RQ-PCR 1.2 4.0< 4.0< 4.0< 

 RQ-RT-PCR NA 5.0< 5.0< 5.0< 

      

 

* A tumor higulás a specifikus tárget relativ mennyiségének (l.  2.2.k. fejezet) negativ 

logaritmusában került feltüntetésre; † A < szimbólum előtti érték az adott módszerrel 

detektálható legnagyobb tumor higulás negativ logaritmusa; NA – Nincs adat (minta 

hiányában); + Ebben a betegben három klónt azonositottunk az immunglobulin nehézlánc 

(IgH) génátrendeződés alapján.  

Csaknem minden beteg (88 % - 100 %) ebbe a tartományban esett mindhárom módszerrel a 

15. napon (3.2.3. táblázat; 3.2.8. ábra). Szemben, azonban, az RNS és DNS alapú analizis 

eredményeivel, melyek minden esetben MRB < 10
-3

 státuszt mutattak a 33. napon illetve a 12. 

héten, SFM/KIIF eljárással a betegek egy részénél  10
-3

-nál nagyobb MRB-et lehetett mérni. 

Ezen túl, ezen beteg arány a 12. heti 13%-ról az 5. hónapra 36 %-ra növekedett, miközben 

ezen érték zero maradt mind az RNS, mind a DNS alapú MRB vizsgálatoknál. Az SFM/KIIF 

módszerrel azonositott  10
-3

 MRB pozitiv betegek az 5. hónapnál, átlagosan, nagyobb 

residuumot, vagy legalábbis CD10+ és ETV6RUNX1+ target sejteket mutattak (átlag MRB 

érték: 1.9, tartomány: 1.4-2.5; átlag CD10+ sejt flow citométerrel: 1.3 %, tartomány: 0.9-1.7), 

mint a 12. héten mért MRB érték (2.1). Az egyes betegek (#1, #4, #6, #8 és #9), akiknél az 

SFM/KIIF módszer MRB  10
-3

 státuszt mutatott, ezzel a módszerrel 1.5-3.1  illetve 2.9-4.2 

nagyságrenddel alacsonyabb MRB érték volt azonositható, mint DNS illetve RNS alapú PCR 

analizisekkel (3.2.3. táblázat). 

3.2.8 ábra A 10
-3

-nál nagyobb 

MRB-et mutató betegek aránya 

RQ-PCR, RQ-RT-PCR illetve 

SFM/KIIF módszerrel a követési 

idő függvényében. Csak az utóbbi 

módszer tudott CD10-

ETV6/RUNX1 dupla pozitiv, 

leukaemia feno- és genotipusú 

sejteket a 12. héten illetve az 5. 

hónapnál kimutatni ebben a MRB tartományban  (57) 
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3.2.9. ábra iFISH mintázat t(12;21) 

ETV6/RUNX1 (korábban TEL/AML1) 

transzlokáció specifikus ETV6 (TEL) – zöld 

(SpGreen)  és RUNX1 (AML1) – piros-ES 

(SpOrange) extraszignálos próbákkal A 

normal sejtben – 2P és 2Z jel, B primordialis / 

prekurzor leukaemia sejtben (monoallelikus 

átrendeződés) – 1F, 1(+1)P és 1Z jel, C és D 

leukaemias sejtekben (monoallelikus 

átrendeződés + a normal ETV6 (TEL) 

deléciója /1F és 1(+1)P jel vagy a fúziós (F) 

gén duplikációja /2F, 1(+2)P és 1Z jel) (saját 

vizsgálat, nem publikált ábra). 

 A FISH jelmintázat alapján interfázis citogenetikai bizonyitékunk van arra, hogy a 12. 

héten és az 5. hónapnál, a követett betegek több, mint 1/3-ban (5 betegben) SFM/KIIF 

módszerrel észlelt, dupla CD10-iFISH pozitiv sejtek leukaemia prekurzor sejtek és nem 

leukaemiás reziduális sejtek (3.2.9. ábra). Ahhoz, hogy a t(12;21)+ pALL kialakuljon, az in 

utero létrejövő monoallelikus átrendeződéshez postnatalisan másodlagos aberráció létrejötte 

szükséges (75%-ban a normal ETV6 (TEL) deléciója, mely LOH-t eredményez vagy a fúziós 

gén duplikációja). Valóban a kérdéses 5 beteg kezeletlen mintáiban komplex citogenetika volt 

észlelhető. 3/5-ben átrendeződés + a normál ETV6 deléciója, 1/5-ben dupla fúziós gén és 1/5-

ben az előző két variációt felváltva hordozó szubklónok voltak azonosithatóak. Ezzel 

szemben ezen betegek 33. nap utáni követési mintáiban a CD10+ sejtekben csak 1 fúzió és 1 

megtartott ETV6 (TEL) allél volt jelen, mely leukaemia prekurzor sejtre utal (3.2.9. B. ábra). 

3.2.c. Diszkusszió és következtetések 

 A t(12;21)(p13;q22) transzlokáció elenyésző arányban, kevesebb, mint 0.05%-ban 

mutatható ki hagyományos citogenetikával ALL-ben megbetegedett gyermekekben (58). A 

transzlokáció klónozását követő molekuláris vizsgálatok fényt derítettek arra, hogy a 

transzlokációban a 12-es kromoszóma TEL, (újabb nómenklatúra szerint ETV6 /59/) illetve a 

21-es kromoszóma AML-1 (RUNX1) génje vesz részt (60, 61). Az ETV6 és a RUNX1 gének 

terméke egyaránt transzkripciós faktor, az utóbbiról tudott, hogy a haemopoesis-specifikus 

gének (IL-3, GM-CSF, CSF-1, myeloperoxidase) expresszióját reguláló RUNX1/CBF 

transzkripciós faktor DNS-kötő alegységét képezi. (62, 63, 64). A RUNX1 pozitiv regulátora 

az embriogenezisben és a haemopoetikus differenciálódásban is centrális transzkripciós 

faktorként szolgáló HOX géncsaládnak. A DNS-hez történt kötődést követően a RUNX1 

hiszton acetiláz-t (HA) rekrutál, mely ’kinyitja’ a kromatint és engedi a transzkripció 
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progresszióját (65). A t(12;21) ETV6/RUNX1 génfúziót eredményez, mely kiméra mRNS-

ként, illetve fehérjeként expresszálódik. A t(12;21) transzformáló-leukaemogen hatása az 

RUNX1 termék aktivitásának változásával kapcsolatos (23). Az  ETV6-RUNX1 kiméra 

fehérje megtartja a RUNX1 DNS kötési specificitását (TGTGGT hexamer), de HA helyet 

hiszton deacetilázt (HDA) köt, mely ’bezárja’ a kromatint és leállitja a transzkriptiót.  Kis 

molekulasúlyú HDA gátlók klinikai tesztelése pozitiv eredményeket adott ebben a 

betegségben (66). 

Az egyik allélen bekövetkező, t(12;21) általában már prenatalis, de önmagában 

recessziv esemény, leukaemiát nem eredményez, csak leukaemia prekurzos sejteket. 

Biallelikus aberráció (LOH) vagy fúziós gén dózistöbblet (duplikáció) szükséges a leukaemia 

kialakulásához (67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76). A fenti mechanizmust támogatja az a 

megfigyelés is, miszerint a t(12;21) pozitív ALL betegek kb. 75%-ában a nem átrendeződött 

másik TEL allél deletált, ezzel heterozigozitás vesztést (LOH) okozva, a diagnosis 

időpontjában (59, 66).  

 A hagyományos citogenetikai vizsgálattal gyakorlatilag felismerhetetlen t(12;21) 

eredményeként létrejövő ETV6/RUNX-1 kiméra mRNS reverz transzkripciós polimeráz 

láncreakció (RT-PCR) segítségével kimutatható (61). A molekuláris módszerek 

alkalmazásával megállapítást nyert, hogy a TEL/AML-1 fúzió incidenciája a gyermekkori 

ALL-ben 16-23%, és ezzel a leggyakoribb kromoszomális átrendeződés e betegcsoportban 

(17, 23, 77, 78, 79). Felnőttkori ALL-ben ugyanakkor nem jellemző, incidenciája mindössze 

3% (78). A gyermekkori t(12;21) pozitív ALL betegek egyéb paraméterekben is külön 

alcsoportot képeznek az irodalmi adatok alapján. A betegek 1-10 év közöttiek, 3 év körüli 

halmozódással, bár egy tanulmány bimodális koreloszlást, 3 és 12 év körüli halmozódással, is 

leírt (23, 80). A leukaemiás sejtek B-prekurzor fenotípusúak, diploid DNS állománnyal 

rendelkeznek, és más transzlokáció nem fordul elő bennük (17, 23). E betegségcsoport 

prognosztikáját illetően másfél évtizede intenzív nemzetközi kutatások zajlanak. A Magyar 

Gyermekonkológiai Munkacsoport által regisztrált beteganyagon t(12;21) ilyen irányú 

vizsgálatok még nem történtek (2000-ig). A fentiek, valamint a Nemzetközi BFM 

Munkacsoporthoz csatlakozott Magyar Gyermekonkológiai Munkacsoport adataival 

kapcsolatos kompatibilitás igény is indokolta egy ilyen retrospektív és jelenleg is zajló 

prospektív vizsgálat végzését. Vizsgálataink során a nemzetközi közleményekben jelölt 

tartományba eső, 19%-os (további adatgyűjtésünk során 20.5%-os /81/) t(12;21) gyakoriságot 

észleltünk a gyermekkori ALL populációban. A pozitív betegek 75%-ában észleltünk kétféle 

mólsúlyú amplifikált terméket RT-PCR reakcióval, mely alternatív mRNS érés eredménye 
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(16). Ennek prognosztikai jelentőségére vonatkozó adatokat nem ismerünk. Ugyancsak 

megegyezett a TEL/AML-1 pozitív betegeink immunfenotípusa és koreloszlása a korábban 

közöltekkel (19, 82). A t(12;21) együttes előfordulását az ismert rossz prognosztikai hatású 

m-bcr típusú Philadelphia transzlokációval nem észleltük, mely összhangban áll azon 

megfigyelésekkel, miszerint a t(12;21) a kiegyensúlyozott transzlokációkat tekintve izolált 

genetikai aberráció/ transzlokáció gyermekkori ALL-ben (12, 83). 

 A t(12;21) jelenlétét a leukaemiás sejtekben több közlemény jó, vagy kiemelkedően 

előnyös prognosztikai hatásúnak tartja (12, 17, 20, 21, 23, 80), de ismerünk ezzel ellentétes 

véleményt megfogalmazó tanulmányokat is (13, 18, 22, 84, 85). Az utóbbiak a t(12;21) 

előnyös prognosztikai hatásával szemben általában azt hozzák fel, hogy a transzlokáció 

gyakorisága a recidiváló ALL csoportban megegyezik a betegség kezdetekor észlelttel. 

Régóta ismert és többszörösen megerősített tény, hogy gyermekkori ALL-ben a legerősebb 

egyedi és független prognosztikai faktor a kromoszóma szám, illetve a DNS tartalom az első 

remisszió időtartama, illetve az 5 éves túlélés szempontjából (86, 87, 88, 89, 90, 91). E szerint 

a legjobb a hyperdiploid B (MN  50), de a  hyperdiploid csoporton belül az ellentmondó 

adatok miatt további vizsgálatok szükségesek az 51-55 és az 56-67 kromoszómaszám, 

valamint a strukturális anomáliák jelenléte módosító hatásának meghatározása érdekében (92, 

93, 94). A prognosztikailag ellentmondásos adatok miatt is vizsgáltuk az RT-PCR-rel 

azonositott betegekben a ploiditási státuszt. Azon észleletünk, miszerint a DNS index alapján 

a csak kb. kétharmadban diploid válogatatlan ALL-hez képest a t(12;21) pozitív ALL betegek 

csaknem 100%-a diploid, összhangban áll több idevonatkozó közléssel (17, 23). Az interfázis 

citogenetikai vizsgálataink ugyan feltártak egy bizonyos mértékű heterogenitást, kb. 20 %-ban 

pszeudodiploidiát (54), de ennek szerepe és léte kétséges a későbbi vizsgálataink alapján. 

Ugyanakkor a hivatkozott, ellentmondásos prognosztikai szerep kérdéskörbe illik az, hogy bár 

a transzlokáció pozitív pALL gyerekek klinikailag alacsony rizikó csoportba sorolódtak, de az 

eseménymentes túlélési görbéjük nem különbözött a transzlokáció negativ pALL betegéitől. 

Ez kapcsolatos lehet azzal, hogy az új betegségek valamint a relapszusok között közel 

egyforma a t(12;21) incidencia, ez pedig a leukaemia prekurzor állapotának létezésével lehet 

összefüggésben (69).  

Ezen ellentmondások tisztázása a MRB, beleértve az esetleges prekurzor formák 

detektálásának igényét is, vizsgálatát tették szükségessé. A PCR korszakban technikailag 

lehetővé vált, nagyon alacsony, 10
-6

-on szintű MRB klinikai jelentősége bizonytalan, sőt 

inkább kétséges, de a 10
-3

-on szintű tumor sejt redukció kimutatottan prognosztikai értékű 
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(95, 96, 97). A kariotipizálás, önmagában az iFISH, az áramlási citometria MRD mérésre való 

alkalmazhatóságára valamint az RQ-PCR és az RQ-RT-PCR eljárások eltérő biológiai 

jelentésére már a bevezetésben (3.2.a. fejezet) utalás történt (37, 38, 40, 41, 44, 50). A 

t(12;21) ETV//RUNX1+ pALL betegek kezeletlen és relapszus mintáinak illetve ilyen 

leukaemiában megbetegedő gyermekek köldökzsinór véréből izolált DNS-én elvégzett 

klonotipikus PCR tesztek 2/14 illetve 7/14 mintában találtak prekurzur leukaemia sejtekre 

utaló leleteket (68, 69, 70, 73). Válogatatlan köldökvér minták (567)  1 %-ában azonositottak 

a mononukleáris sejtek 10
-3

 – 10
-4

 nagyságú frakciójában (becsült érték) fúziós 

transzkriptumot RQ-RT-PCR módszerrel. Ez az adott leukaemia kumulativ rizikójánál 100x 

nagyobb gyakoriság. Négy (4/6)  mintából nyert sejteken elvégzett konzekutiv 

immunfluoreszcencia / iFISH révén, a prekurzor (CD10+) illetve az érett (CD10-, CD19+) B-

sejtek 0.24 – 0.33 %-ban monoallelikus fúziót és intakt normal ETV6 gént mutattak ki (67, 

72).  Az egypetéjű ikrekben észlelt gyermekkori leukaemiák alacsony (5%) konkordanciája, 

a konkordáns leukaemia általában hosszú posztnatalis latenciája alapján in utero kialakuló, 

tumor szupresszor gén (TSG), tehát recessziv és monoallelikus, primér aberrációt 

feltételeztek.  Ennek alapján és a fenti célok miatt olyan módszerre volt szükségünk, mely 

feno- és genotipus meghatározást egysejt szinten, relativ nagy sebességgel (ritka esemény 

detektálás) és automatizáltan, magas szenzitivitással és specificitással elvégez és a 

monoallelikus aberrációt is kimutatja. Az 1990-es évek elejétől egyre növekvő igény volt arra, 

hogy sejtobjektumok fenotipusa – beleértve a morfológiát is – és genotipusa egyaránt 

vizsgálható legyen. Eljárást a fenotipus és a kariotipus együttes értékelésésre előszőr 

Teerenhovi és mtsai közöltek (98). Később interfázis sejten elvégzett kombinált feno- és 

genotipus vizsgálat kifejlesztése történt (51, 99). Olyan FICTION (fluorescence 

immunphenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigation of neoplasms) 

eljárást dolgoztak ki, mely numerikus kromoszóma aberrációt és fenotipust egysejt szinten 

tudott vizsgálni (100). A fluoreszcens technológia fejlődésének köszönhetően már többszörös 

immunmárker jelölés és multiplex genetikai aberráció vizsgálata is lehetővé vált (53, 101-

105). Ennek alapján a módszer alkalmazásra került már MRB vizsgálatára is (106, 107). Az 

összes addigi applikációban, azonban, az automatizált szkennelés csak a 

fenotipus/morfológiai  kritérium(ok)nak megfelelő tárget azonositását és relokalizációt 

lehetővé tevő kép-galéria létrehozását célozta. Az ezt követő iFISH  szignál mintázat 

felismerés / értékelés manuálisan történt az előzetesen szelektált sejteken. Munkánk során 

kidolgoztuk a pALL-ben leggyakoribb fenotipust és genotipus képviselő (47, 108), CD10+ / 

t(12;21)(p13;q22)+ leukaemia sejtek detektálásának  KIIF technologiáját, meghatároztuk az 
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analitikai paramétereket (szenzitivitás, specificitás). Az eljárásunkban nem csak a fenotipus 

márker volt automatizáltan szelektált, de – korábbi munkánk alapján (109) – a 3D analizis 

alapján meghatározott, pozitiv iFISH mintázat is. Az eljárás szenzitivitása 98.67 %-nak 

bizonyult, tehát a valódi pozitiv sejteknek csak 1.33 %-át nem tudja azonositani a rendszer. 

Még fontosabb, hogy a specificitás 99.97 %, azaz a fals pozitivitás (FP) 0.03 %. Az átlag FP + 

2 SD pozitivitás határértéket (0.09 % = 9 x 10
-4

) megállapitva a klinikai döntésekben fontos 

10
-3

 szintű tumor higulás (29, 110) biztosan meghatározható és a feno-/genotipus alapján 

galériában archivált sejtekben a monoallelikus vs. biallelikus genetikai aberráció analizálható. 

  A klinikai tanulmány során 14 t(12;21) pALL-ben szenvedő beteg összesen 63 

csontvelő mintájában a MRB-et -  DNS márkerek és a kiméra transzkriptum RQ-PCR illetve 

RQ-RT-PCR módszerekkel történő követése mellet - az újonnan kidolgozott KIIF eljárással 

monitorizáltuk. Az SFM/KIIF eljárással pozitivnak azonositott sejtekben (CD10+, 1 fúzió+) 

az eredeti, leukaemia specifikus második genetikai aberráció hiánya arra utalt, hogy ezen 

sejtelemek nem reziduális sejtek, hanem CD10+ prekurzor, preleukaemiás sejtek. Ezek a 33. 

posztindukciós naptól jelen voltak, legnagyobb arányban, több, mint a betegek 1/3-ában az 5. 

hónapban, de az eredeti leukaemiában nem voltak detektálhatók. A t(12;21)+ pALL-ben 

megbetegedett gyerekek köldökvérsejtjein, a relabáló ETV6/RUNX1+ beteganyagon valamint 

a válogatatlan köldökvérmintákon végzett, fentebb már tömören kifejtett, tanulmányok mellett 

további bizonyitékok is vannak a t(12;21)+ pALL prekurzor sejtek létezésére (74, 75, 76, 

111). ETV6/RUNX1+ leukaemiás csontvelőben  CD34
+
, CD38

-/low
, CD19

+
 populáció 

azonositható, melyek az átrendeződést bi-allelikusan hordozzák, kiméra mRNS-t 

expresszálnak és xenograftolhatók. Ezen elemek a rák őssejtek (’cancer stem cells’, ’tumor 

propagating cells’). Monochorionális ikerpár egyik tagját megbetegitő t(12,21)+ leukaemia 

esetén az egészséges ikertagban is azonositható ez a CD34
+
, CD38

-/low
, CD19

+
  pro-B-sejt 

populáció a következő jellemzőkkel: i.) monoallelikus ETV6/RUNX1 átrendeződés, ii.) 

kiméra mRNS expresszió hiánya, iii.) a teljes IgH gén szintjén még csiravonal Ig gének, de az 

IgH-DJ alapján klonális populáció, iv.) átolthatóság SCID egérbe (xenograf) – reprodukciós / 

’self-renewing’ képesség.  Az ETV6/RUNX1 gén transdukálható humán köldökvér sejtekbe 

és egyedüli mutációként ’ön-megújuló’ (xenograft) képességet idéz elő a sejtekben, melyek 

CD
38+

, CD19
+ 

sejtekké differenciálódnak, rezisztensek apoptotikus stimulusokra. 

 A kezelet t(12;21)+ betegekben a 33. héttől növekvő arányban,  10
-2

 – 10
-3

 

gyakorisággal detektált CD10+,  ETV6/RUNX1+ sejtek prekurzor leukaemia sejtek kell 

legyenek, mert a 10
-5

 – 10
-6

 érzékenységű RQ-RT-PCR-rel illetve klón specifikus DNS alapú 
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RQ-PCR-rel nem voltak detektálhatóak és monoallelikus átrendeződést mutattak. Ezek a 

korlátlan növekedési potenciálra szert tett preleukaemiás sejtek relapszus forrásai lehetnek, 

melyek tipusoson későn alakulnak ki ebben a pALL tipusban, es nem reziduális leukaemia 

sejtekből indulnak ki (20). Az egyetlen beteg (#1), aki a 24. hónapban relabált, az egyike volt 

annak az 5 betegnek, akinél preluekaemiás sejteket azonositottunk a lefolyás során. Egy 

másik beteg (#7) meningealis, de nem csontvelői relapszust mutatott, mely reziduális 

leukaemia sejtekből kellett kiinduljon.  

 Összességében megállapitható, hogy a kidolgozott sejtszintű, kombinált feno- és 

genotipizálási módszer kezelt t(12;21)+ pALL betegekben először mutatta meg, képi 

valóságában is, a preleukaemiás sejteket. Valószinűsithető, hogy az eljárás alkalmazása fontos 

módszer lehet a t(12;21)+ pALL monitorizálásban és a relapszusok predikciójában. 
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3.3. Ph+/bcr-abl átrendeződés pozitív betegségek vizsgálata iFISH--sel 

3.3.1. Ph+/bcr-abl átrendeződést mutató acut és chronicus myeloproliferativ betegségek 

heterogenitásának vizsgálata 

3.3.1.a. Bevezetés  

3.3.1.a.1. Philadelphia kromoszóma (Ph) pozitív acut lymphoblastos leukaemia (ALL) a 

gyermekkori ALL-nek (pALL) mindössze 2-4%-át adja, a felnőttkori ALL-nek (aALL) 

jelentős részét, 25%-át képezi, míg ez a transzlokáció pathognomikus a chronicus myeloid 

leukaemiára (CML) (1, 2, 3, 4). A klinikailag nem ismert chronicus fázissal bíró CML-es 

betegekben kialakuló lymphoid blastos crisis (LBC) differenciálása de novo Ph+ ALL-től 

különösen nehéz. A CML-LBC-ra egyrészt jellemző, hogy az acut blastos folyamat komplett 

remissziója az alapbetegség chronicus fázisába történő konverziót jelenti, másrészt, hogy 

biztosan el nem kötelezett őssejt eredetű folyamatnak felel meg (5, 6). Ismert, hogy azon 

látszólag de novo Ph+ ALL betegeknél, ahol komplett remisszió kialakulása ellenére a Ph+ 

sejtek nem tűnnek el, sőt arányuk magas marad, chronicus fázisú – addig ismeretlen – CML-

re (CML-CF) kell gondolni. Ellenkezőleg, azon betegeknél, ahol a Ph+ acut blastos folyamat 

komplett remissziója után a Ph kromoszóma nem volt kimutatható a csontvelőben, chronicus 

fázisnak megfelelő klinikai és perifériás cytologiai kép nem alakult ki, a betegség feltehetően 

de novo Ph+ ALL-nek felelt meg. Ha ezen betegekben parciális remisszió volt csak elérhető, 

akkor a csontvelői blast valamint Ph+ metafázis arány korrelált egymással. Az a feltételezés 

alakult ki ezen az alapon, hogy a chronicus fázisba konvertálódó és nem konvertálódó Ph+ 

ALL különböznek a haemopoesis azon szintjében, ahol a genetikai aberráció és a 

következményes klonális proliferáció kialakulnak (5). Ez a kérdéskör, azonban, 

ellentmondásos annak a 9 közleményben bemutatott összesen 43 Ph+ ALL beteg 

tanulmányozása alapján, ahol a haemopoetikus sejtvonalak Ph kromoszóma érintettségét 

vizsgálták (1, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Többsejtvonalú (’multilineage’) illetve lymphoid 

vonalra korlátozott Ph pozitív ALL egyaránt szerepelt az esetek között, az előbbi el nem 

kötelezett őssejt (uncommitted stem cell, UCSC), az utóbbi lymphoid elkötelezett őssejt 

(lymphoid committed stem cell, LCSC) eredetre utalt. Schenk és mtsai (1998) ezen 

vizsgálatok közül a legutóbbiként valamint addig a legnagyobb beteganyag feldolgozása 

alapján azt közölték, hogy a Ph+ de novo ALL mindegyike többsejtvonalú és ezért UCSC 

eredetű betegség (15). Legújabban a kérdéskört, de novo Ph+ ALL és CML-LBC 

differenciálhatóságát, aCGH (array Comparative Genomic Hybridization) módszerrel is 

vizsgálták (16).     
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Annak érdekében, hogy további – a therápia szempontjából is lényeges – információkat 

nyerjünk ezen ellentmondásos témakörben, 17 Ph+ ALL beteg sejtvonal specifikus 

kromoszómális aberrációját kombinált fény- és fluoreszcens mikroszkópos képanalizálással, a 

morfológia és az interfázis citogenetika szuperponálásával vizsgáltuk. Ezen technológia 

alkalmazásával a témakört sejtvonal eredet szempontjából vizsgáló addigi legutóbbi valamint 

legnagyobb tanulmánnyal (15) ellentétes eredményt kaptunk. 

3.3.1.a.2. Az essentialis thrombocythaemia (ET) eredeti, a Polycythaemia Vera Study Group 

(PVSG) által meghatározott kritérium rendszerében a Ph kromoszóma hiánya szerepelt, de 

ebbe később az átdolgozás során a bcr-abl átrendeződés hiánya is bekerült (17, 18). A 80-as 

évek végén, a 90-es évek elején, azonban, olyan Ph+ ET-nek nevezett, Ph+ betegekről 

számoltak be közlemények, akik ezen genetikai abnormalitáson kívül egyébként mindenben 

megfeleltek ET-nek és az anaemia, a splenomegalia, a leukocytosis hiánya valamint normál 

neutrophil alkalikus phosphatase (NAP) szint jellemezte őket (19, 20, 21, 22). Bár ez a 

klinikai kép több szempontban is különbözött klasszikus ET-től illetve CML-től is, de az 

utóbbira mégis sokkal jobban hasonlított, mivel ez is blastos crisis-be (BC) torkollott. A mai 

általános vélemény szerint ez az entitás ET-ként kezdödő CML variánsnak felel meg. Később 

az essentialis thrombocythaemia újabb variánsa, az ú.n. bcr
+
 ET került leírásra. Ezek a 

betegek Ph negatívak voltak, de bcr-abl átrendeződést kellett hordozzanak, mivel molekuláris 

technikákkal kimutatható volt a bcr-abl kiméra mRNS expresszió (23, 24). Egy tanulmány 

szerint 40 ET beteg 48%-a esett ebbe a kategóriába, míg mások ettől jelentősen eltérő 

incidenciát (13.3%, 6.4%, 5%, 1%, 0%) közöltek (25, 26, 27, 28, 29, 30). Egy tanulmány 

szerint, azonban, a bcr+ ET-ben a kiméra transzkript expresszió mértéke a tipusos CML-hez 

viszonyitva 3-4 nagyságrenddel alacsonyabb (26). Az ellentmondás nem csak az előfordulási 

gyakoriságra, hanem a klinikopathologiai besorolásra – nevezetesen, hogy a folyamatot 

varians ET-nek vagy thrombocytosissal kezdődő CML-nek kell tartani – is vonatkozott. A 

bcr
+ 

thrombocytosis nem különbözött szignifikánsan a CML chronicus fázis 

thrombocytosissal (CML-CP-T) állapottól, de női túlsúly, splenomegália hiánya, < 40 G/l 

fehérvérsejt szám, a basophilia és az éretlen myeloid elemek valamint a csontvelői myeloid / 

megakaryocyta hyperplasia hiánya, ritka blastos transzformáció, megtartott vagy fokozott 

neutrophil alkalikus foszfatáz (NAP) értékek voltak jellemzőbbek (31). A bcr-abl expresszió 

mellett a JAK-2 tirozin kináz mutáció vizsgálata az átfedő jellegű kórképek besorolását nem 

segitette, ellenben a pathogenetikai komplexitást tovább fokozta (32, 33, 34). 
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Ezen ellentmondások miatt egy tanulmányt kezdeményeztünk, mely 64 konzekutiv, minden 

klinikai és laboratóriumi kritérium szerint ET-nek megfelelő betegre terjedt ki. A 64-ből 4 

bcr
+
-nak, kettő Ph

+
-nak bizonyult. Molekuláris vizsgálatok szerint a bcr

+
 ET el nem kötelezett 

őssejt (UCSC) eredetű betegség. A csontvelő morfometriai vizsgálata szerint a bcr
+
-ET nem 

különböztethető meg a típusos ET-től, míg a Ph
+
 ET ezen paraméterek alapján sokkal jobban 

hasonlít a CML típusú myeloproliferációra. 

3.3.1.b. Eredmények  

3.3.1.b.1. Hat pALL és 11 aALL-es beteget vizsgáltunk, akiknek megelőzően fennálló, 

chronicus myeloproliferativ típusú kórfolyamatra utaló adata nem volt. A betegek adatait a 

3.3.1.1. táblázat mutatja. A 17-ből 14 ’common’ tipusú ALL-nek (cALL) felelt meg, a 

maradék 3 csak CD19 és CD34 markerekre volt pozitív. Mindegyik beteg perifériás 

vérsejtjeiben bcr-abl típusú transzlokáció volt kimutatható iFISH technikával. AZ RT-PCR 

vizsgálat 9 betegben (4 pALL és 5 aALL) az m-bcr, míg 8 betegben (2 pALL, 6 aALL) az 

M-bcr típusú kiméra expressziót illetve átrendeződést mutatta ki. 

3.3.1.1. táblázat 17 Ph+ ALL-es beteg fenotipus, genotipus és sejtvonal specifikus genetikai 

adatai (35). 

Beteg 

sorszám 
Kor/Nem Fenotípus 

Philadelphia 

típusa 
Blast

d
 

(%) 
Ph-FISH

+
 

sejt (%) 

Ph-

FISH
+
Blast/

Egyéb 

sejtszám 
1 68/N

a CD19
+
, 34

+ m-bcr 89 87 134/0 
2 23/F

b CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 65 70 104/1 
3 19/N

a CD10
+
,19

+
,34

+ M-bcr 77 79 117/0 
4 54/F

b CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 41 38 60/2 
5 39/F

c CD19
+
, 34

+ M-bcr 83 96 122/22 
6 72/F

a CD10
+
,19

+
,34

+ M-bcr 60 56 88/1 
7 56/N

a CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 73 57 80/3 
8 59/F

a CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 62 63 93/2 
9 19/N

b CD10
+
,19

+
,34

+ M-bcr 31 31 17/0 
10 71/N

c CD10
+
,19

+
,34

+ M-bcr 32 60 48/41 
11 56/F

c CD10
+
,19

+
,34

+/- M-bcr 31 68 41/63 
12 10/F

a CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 95 92 133/2 
13 5/F

a CD10
+
,19

+
,34

+ M-bcr 17 12 18/0 
14 2/F

b CD10
+
,19

+
,34

+/- M-bcr 43 45 66/1 
15 9/F

b CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 88 54 81/2 
16 8/N

b CD19
+
, 34

+ m-bcr 87 75 107/3 
17 3/F

a CD10
+
,19

+
,34

+ m-bcr 59 65 96/2 
a Remisszió Ø, az indukciós kezelés korai fázisában halál következett be;  F férfi 

b Citológiai és citogenetikai remisszió következett be;    N nő 

c Citogenetikai remisszió nem, csak citológiai következett be 

d Flow citometriával nyert adat 
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A flow citometriás CD45 vs SSC kapuzás valamint a CD10 és CD34 pozitivitás alapján a 

blastok aránya 31–95% közé esett. Ugyanezt az értéket adta jó közelítéssel a FISH pozitív 

vérsejtek aránya az egyes betegekben három beteg (N 5, 10 és 11) kivételével, ahol a Ph
+
 

sejtek aránya 13-, 28- illetve 37%-kal meghaladta a citometriával kapott blast számot. 

Kombinált fény és fluoreszcens mikroszkópos kénanalizist végeztünk mintánként mintegy 

150, átlagosan 40 nem blast típusú sejtet is magában foglaló sejten. A fúziós szignál nem volt 

kimutatható vagy csak nagyon alacsony arányban volt jelen 14 beteg érettebb myeloid 

sejteket, lymphocytákat valamint erythroblastokat magába foglaló nem-blast populációiban 

(3.3.1.1. ábra). Ezek a ritka események a fals pozitivitás, tehát az aspecifikus háttér szintjét 

nem haladták meg. Az 5., 10. valamint a 11. számú betegben, azonban, a nem blast populáció 

28 sejtjéből 22-ben, 101-ből 41-ben illetve 112-ből 63-ban bcr-abl átrendeződés 

(transzlokáció) volt kimutatható. Az 1., 3., 6., 7., 8., 12., 13. és 17. számú beteg esetében 

követéses adatok nem álltak rendelkezésre, mivel ezek a betegek az indukciós terápia korai 

szakában meghaltak. A 2., 4., 9., 14., 15. és 16. számú betegeknél citológiai és citogenetikai 

remissziót sikerült elérni, melynek során a blastok valamint a FISH pozitív sejtek aránya 

párhuzamosan csökkent. Az 5., 10. és 11. számú betegnél az acut betegség szempontjából 

citologiai remisszió alakult ki, de a Ph pozitív sejtek aránya magas maradt (38%- 81%) és a 

perifériás citológia chronicus myeloproliferativ típusúvá vált. Ezek a megfigyelések arra 

utaltnak, hogy 3 beteg kivételével a Ph
+ 

ALL a lymphoid őssejt kompartmentre 

korlátozódott, míg a 3 betegben a többsejtvonalas Ph kromoszóma érintettség azt 

bizonyította, hogy a folyamat valójában klinikailag nem ismert chronicus fázisú CML LBC-

nek felelt meg. A 3.3.1.2. táblázat foglalja össze az irodalomban ismereteink szerint eddig 

közölt, sejtvonal érintettség szintjén vizsgált Ph
+
 ALL betegek adatait, a sejtvonal 

érintettséget, az ennek vizsgálatára felhasznált módszert és a transzlokáció típusát (ha az 

adatok rendelkezésre álltak). Ez az áttekintés némileg eltér egy közelmúltban publikált 

adattól (15). 
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3.3.1.2. Táblázat Az irodalomban közölt Ph
+
 betegek sejtvonal érintettségi adatai (35). 

 Esetszám Vizsgálati eljárás 

Lymphoid sejt 

restrikció 

Elkötelezetlen őssejt 

eredet 

Abe (1985)
7
 

1 aALL 

1  in vitro kolóniák 

CCA 

Tachibana (1987)
8
 

2 pALL 

 2 in vitro kolóniák 

CCA 

Kitano (1988)
9
 

3 aALL 

3  in vitro kolóniák 

CCA 

Secker-Walker (1988)
10

 

aALL 

4 

(M-bcr) 

1
a
 

(M-bcr) 

sejt szeparálás 

Southern blot 

Kalousek (1988)
11

 

5 aALL 

1 4 in vitro kolóniák 

CCA 

Dow (1989)
12

 

4 pALL 

2 

(p185+) 

2 

(1 p185+, 1 NA) 

in vitro kolóniák 

CCA 

Craig (1990)
13

 

2 aALL 

2 

(1 M-bcr, 1 m-bcr) 

 sejt szeparálás 

Southern blot 

Secker-Walker (1993)
1
 

aALL 

2 

(1 m-bcr, 1 M-bcr) 

2 

(M-bcr) 

sejt szeparálás 

Southern blot 

Anastasi (1996)
14

 

3 pALL 5 aALL 

4 

(m-bcr) 

(1 pALL, 3 aALL) 

4
b
 

(M-bcr) 

2 pALL, 2 aALL 

morfológia 

FISH 

Schenk (1998)
15

 

9 aALL 

 9 

(5 m-bcr, 4 M-bcr) 

sejt szeparálás 

FISH 

Összesen 19 24
c
  

a
Krónikus fázisba konvertált.  

b
Diagnóziskor CGL morfológiai jeleit mutató, több sejtvonalú betegség és/vagy kezelést követően CGL krónikus fázisba 

konvertálódott, mely miatt a szerzők LBC-ként kezdődő CGL-nek minősítették.  
c
A CGL-LBC-nek tartott 5 beteget is magában foglalja (l. a+b pont).  

NA: nincs adat 

3.3.1.b.2. Tanulmányunk másik részét képező 64 beteg közül, akik klinikai és pathologiai 

leleteik és a PVSG kritériumai szerint megfeleltek ET-nek, 6 beteg vérsejtjeiben észleltünk 

RT-PCR eljárással bcr-abl kiméra mRNS expressziót. A hat beteg klinikai, laboratóriumi és 

molekuláris adatait a 3.3.1.3. táblázat foglalja össze. A hat betegből négyben a perifériás 

vérsejtekben bcr-abl átrendeződést iFISH eljárással kimutatni nem lehetett. Meglepetésre, 

ezen négy betegből az egyikben a konvencionális metafázis citogenetikai vizsgálat 50 

metafázisból 1-ben egyértelmű Ph kromoszómát írt le. Ennek ellenére ez a négy beteg egy, a 

bcr
+
-ET csoportba került a további analízisek során, mivel a perifériás vérsejtek Ph 

negativitása valamint a mindössze 2%-os csontvelői Ph pozitivitás messze a típusos Ph
+ 

CMPD-re jellemző tartományon kívül esik (ahol a haemopoesis nagyobb részét a Ph
+
 klón 

uralja). A hat betegből fennmaradó kettőben a csontvelői metafázisok (56% és 80%) és a 

perifériás vérsejtek (48% illetve 83%) jelentős aránya bizonyult Ph pozitívnak konvencionális 
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metafázis analízissel illetve iFISH-sel. Ezt a két beteget Ph
+
-ET betegként azonosítottuk. A 6-

ből 5 betegben a bcr-abl kiméra mRNS b3/a2, míg 1 betegben a b2/a2 típusát detektáltuk.  

3.3.1.3. táblázat A kettő Ph
+
 és négy bcr+ ET beteg klinikai, laboratóriumi és molekuláris 

adatai (36). 

Betegek 1. Kor/Nem Thrombocyta 

Szám (G/l) 

NAP
1 

RT-

PCR
 

iFISH
 

CCA
 

Követés 

(hó)  1. 63/nő  800 261 +b3/a2 - - 64 

2. 44/nő         1016 228 +b3/a2 - - 63 

3. 71/nő         2520 229 +b3/a2 +48   

% 

56% † 

4. 29/nő  716 276 +b3/a2 - 2% 52 

5. 77/nő         2273   211 +b3/a2 +83% 80% n.a. 

6. 54/férfi  965 249 +b2/a2 - - 28 
     1 

normál tartomány: 26036) 

   n.a. nincs adat 

   † a 32. hónapban CML-BC-ben meghalt 
A nő/férfi arány 5/1 volt, a thrombocyta szám 716 G/l és 2 273 G/l (átlag: 1 382 G/l) között, 

míg a fehérvérsejtszám 7.8 G/l és 23.8 G/l (átlag: 14.2 G/l) között mozgott. Fontos tényező, 

hogy a hat beteg közül egyben sem észleltünk a perifériás vérben éretlen myeloid elemeket, a 

NAP index a kontrol szintjén mozgott, mérsékelt eosinophila (4% - 8%) volt megfigyelhető 2 

betegnél (1. és 2. sz. beteg), basophilia (10%) egy betegnél (3.sz. beteg) és splenomegalia 

(kisebb, mint 3 cm) ugyancsak 1 betegnél (4. sz. beteg). Az átlagosan 57 hónapos (tartomány 

33–69 hó) követés alatt egyik bcr
+
-ET beteg sem mutatott típusos CML irányú progressziót 

(akceleráció vagy blastos crisis). A 3. sz. beteg észlelése 32. hónapjában blastos crisisben 

meghalt, az 5. sz. betegről nem áll rendelkezésre követési adat.  

 A crista biopsiák alapján a csontvelő morfológia mind a hat esetben támogatta ET 

diagnózisát, a cellularitás normál / enyhén fokozott volt. A morfológiai képet a 

megakaryocytosis uralta, de a differenciálódó myeloid vs erythroid vonalak aránya nagyrészt 

megtartott volt (3.3.1.2. ábra). A csontvelői morfológia pontosabb megítélése érdekében a 

csontvelői cellularitást, a megakaryocyták méretét valamint celluláris aktivitását morfometriai 

eszközökkel mértük és kvantitativ indexekkel jellemeztük. Ennek során először a bcr
+
 ET 

betegeket (1., 2., 4. és 6. sz. beteg) hasonlítottuk össze típusos, kontrol ET illetve CML 

betegekkel (3.3.1.4. táblázat). A típusos ET betegek mindhárom paraméterben szignifikánsan 

(p 0.001) különböztek a típusos CML-től, i.e., az ET-ben a cellularitás jelentősen kisebb, a 

megakaryocyták mérete és celluláris aktivitása jelentősen nagyobb volt. A bcr
+
-ET csoport a 

CML-lel összehasonlitva szignifikánsan (p 0.001, p 0.001, p 0.05) kisebb csontvelői 

cellularitást valamint nagyobb megakaryocyta méretet és – a NOR area/mag index alapján – 

aktivitást mutatott, de az első két paraméterben nem különbözött a típusos ET-től. 

               dc_1046_15



  3.3.1 

 91 

3.3.1.1. ábra a érett myeloid sejt (1), reaktív lymphocyta (3) valamint két lymphoblast (2, 4) 

fénymikroszkópos képe, HE festés, x 1250; b ugyanezen sejtekben a bcr (zöld) és az abl 

(piros) FISH jelek. Csak a lymphoblastok tartalmaznak bcr-abl átrendeződésre utaló sárga 

fúziós jelet, fluoreszcens mikroszkópos üzemmód, x 1250 (35). 

3.3.1.2. ábra A bcr+ (a + b, 1. sz. beteg) valamint a Ph+ (c + d, 3. sz. beteg) ET csontvelői 

morfológiája. A nagyméretű, ezüstöződő NOR regiót mutató, nagy - polylobált maggal bíró 

megakaryocyták jellemzők az 1. sz. beteg csontvelőjében, míg a sokkal kisebb, gyakran 

mononuclearis és sokkal kisebb ezüstöződő NOR-t tartalmazó megakaryocyták a másik 

esetben. a + c HE festés, x 400; b + d  Ag-NOR festés, x 400 (36).
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A total NOR area/nucleus index a bcr+ ET betegekben szignifikánsan (p 0.01) kisebb volt, 

mint a típusos ET betegeké, de még ugyancsak szignifikánsan nagyobb (p 0.05), mint 

ugyanezen paraméter a típusos CML betegekben. 

3.3.1.4. Táblázat A négy bcr
+
 ET beteg csontvelő morfometriai adatai (36). 

 

  
1. 

bcr+ET 

2. 

Ph+,bcr+ET 

3. 

ET 

4. 

CML 

A. 
Cellularitás* 

(%) 
23.39±6.44 19.21±9.67 19.67±5.64 1.96±1.01 

B. 

Megakaryocta 

méret 

(μm
2
±SD) 

945.72±243.81 788.76±308.68 1017.15±179.73 480.23±28.24 

C. 

NOR 

area/nucleus 

(μm
2
) 

11.89±1.11 10.91±1.75 19.59±4.66 6.96±2.94 

*az adatok a nem specifikus parenchyma arányát adják meg átlag ± S.D-ben 

 

Ha a bcr
+
-ET csoportot kombináltuk a két Ph

+
-ET beteggel (3. és 5.sz. beteg), akkor a 

cellularitási index statisztikai összehasonlítása nem mutatott változást a három csoport között 

(bcr
+
-ET vs ET vs CML illetve bcr

+
-ET/Ph

+
-ET vs ET vs CML). Azonban a megakaryocyta 

méret a bcr
+
-ET/Ph

+
-ET csoportban szignifikánsan (p 0.05) kisebb volt, mint a típusos ET 

betegekben, továbbá a total NOR area/nucleus paraméterben nem lehetett már szignifikáns 

különbséget kimutatni a bcr
+
-ET/Ph

+
-ET csoport és a típusos CML között. Ez azt jelenti, hogy 

a Ph
+
-ET betegek összevonása a bcr

+
-ET betegekkel a csontvelő morfológiát – kvantitativ 

paraméterek alapján – típusos CML irányába tolta el, tehát a Ph
+
-ET – legalábbis két 

csontvelői morfológiai paraméter alapján – jóval közelebb áll a típusos CML-hez, mint a bcr
+
-

ET-hez illetve a típusos ET-hez.  

 Perifériás vér és csontvelő minták szortírozott myeloid és lymphoid sejtpreparátumai a 

4 bcr
+
-ET betegből 3 női betegnél álltak rendelkezésre. Mintegy 50%-os allél reprezentáció 

mellett mindhárom betegben allelikus polimorfizmus állt fenn a humán androgén receptor 

génben előforduló (CAG)n trinukleotid repetetiv régióban. Az X-kromoszóma inaktivitási 

teszt (HUMARA) monoklonalitást mutatott a vér ill. csontvelő mintákban mindhárom beteg 

myeloid valamint lymphoid populációjában egyaránt (3.3.1.3. ábra). 
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3.3.1.3. ábra A HUMARA PCR teszt gél elektroforetikus képének denzitometriás analízise. A 

emésztetlen lymphoid, B és C HpaII + HhaI metiláció szenzitív restrikciós endonukleázokkal 

emésztett, lymphoid és myeloid sejtekből nyert DNS-ből származó minta. Az egyik allél 

emésztésre bekövetkező eltűnése monoklonalitásra utal. Ugyanazon allél hiányzik a lymphoid 

valamint a myeloid sejtpopulációban (36). 

3.3.1.c. Diszkusszió 

3.3.1.c.1. A Ph
+
 ALL valamint a chronicus myeloid leukaemia (CML) lymphoblastos crisis 

(LBC) pathogenetikai kapcsolata azóta képezi vita tárgyát, mióta az első entitást Propp és 

Lizzi, 1970-ben leírta (37). CMPB-hez vagy myeloproliferativ szindrómához (MDS) 

kapcsolódó AL közötti kapcsolat megitélése kombinált egysejtes módszerek nélkül 

pathogenetikai, diagnosztikai és terápiás probléma (38). A CML-LBC nehezen különíthető el 

a de novo Ph
+  

ALL-től. Az utóbbi fennálltát a következő jellegzetességek támogatják: i.) a blastos, Ph
+
 

klónon kívüli, normális kromoszóma garnitúrával rendelkező vérsejtek (melyet azonban csak 

speciális körülmények között és technikával lehet felismerni), ii.) klinikailag ismert chronicus 

fázis hiánya, iii.) a klonális evolució magasabb incidenciája a diagnoziskor, i.e., a Ph 

kromoszómán kívüli, nagyobb számú addicionális citogenetikai abnormalitás jelenléte (1). 

Ugyancsak régóta ismert, hogy a Ph
+
ALL-ek egy része az indukciót követő remisszió elérése 

után chronicus fázisba konvertálódik, és amelyeknél ez a jelenség nem észlelhető, a blastos 

sejtarány proporcionálisan változik a csontvelői, Ph
+ 

metafázisok számával (5). Egyes 

molekuláris tanulmányok szerint a Ph transzlokáció ALL-ben egy 190 kD molsúlyú bcr-abl 

proteint eredményez, mely más, mint a Ph
+ 

CML-ben és ennek lymphoblastos crisisében 

észlelhető 210 kD molsúlyú bcr-abl protein (39, 40). Ennek alapján azt feltételezték, hogy az 

M-bcr típusú transzlokációt mutató Ph
+
 ALL az el nem kötelezett őssejt (UCSC) eredetű 

CML-LBC-nek, míg az m-bcr típusú Ph
+
 transzlokációt hordozó acut leukaemia lymphoid 

őssejt (LSC) eredetű de novo  ALL-nek felel meg. Későbbi tanulmányok azonban kimutatták, 

hogy mindkét transzlokáció típus előfordul de novo ALL-ben, de a gyermekkori formában 

masszív m-bcr túlsúly észlelhető (41, 42, 43). Továbbá, alacsony mennyiségben CML-ben is 

jelen van a 190 kD bcr-abl protein, az esetek 90%-ában alternativ splicing eredményeként (4).  
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 A látszólag de novo Ph
+ 

ALL-ben két prognosztikai csoport különíthető el, az egyiket 

35–47 hónap, a másikat mindössze 4–8 hónap túlélés jellemzi (1, 14). A prognosztikai 

csoportok valamint a transzlokáció típusa között nem lehetett összefüggést kimutatni, ezért a 

kiindulási sejttípus valamint a haemopoetikus sejtvonalak involváltsága alapján próbálták 

megmagyarázni a prognosztikai heterogenitást (44, 45). Ennek alapján feltételezték, hogy a 

hosszabb túlélésű, jobb prognozisú Ph
+ 

ALL betegek többsejtvonal érintettséget (és UCSC 

eredetet), míg a rossz prognózisúak lymphoid sejtvonal restrikciót (és LSC eredetet) 

mutatnak. Anastasi és mtsai (1996) saját betegeik valamint az irodalomban közölt esetek 

áttanulmányozása után arra a következtetésre jutott, hogy a többsejtvonalú betegség valójában 

elsőként LBC-ben megnyilvánuló CML-nek felel meg (14). Az irodalomban 43, sejtvonal 

érintettségre vizsgált Ph
+ 

ALL-t ismerünk, de ebből később – a chronicus fázisba történő 

konverzió miatt – 5 CML-LBC-nek bizonyult (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Ezen esetekben 

a sejtvonal érintettséget in vitro kolóniákkal, konvencionális citogenetikával, sejtszeparálást 

követő Southern blot vagy FISH eljárással valamint morfológia és FISH felhasználásával 

vizsgálták. Ha a fenti 5 betegtől eltekintünk, akkor a maradék 38 Ph
+ 

ALL beteg pontosan 50 

– 50%-a UCSC illetve LSC eredetű – a publikált adatok összesítése alapján. 26 esetben a 

transzlokáció típusát is vizsgálták. A pALL csoportban nem volt M-bcr tipusú átrendeződés 

egyik sejtvonal csoportban sem, míg mindkét transzlokáció típus előfordult mindkét sejtvonal 

csoportban az aALL-ek körében. Ha ezt a kollekciót valamint a sejtvonal érintettség szerint 

megegyező betegszámot nézzük, feltünő, hogy a legnagyobb szériát vizsgáló tanulmányok 

egymásnak ellentmondóak, valamint, hogy – pusztán statisztikai alapon – a kétfajta sejtvonal 

érintettség szerinti egyenlő eloszlás nem tükröződik ezekben a 9 vs 17 (jelen tanulmány), 8 ill. 

5 beteget vizsgáló tanulmányokban (10, 14, 15). Pontosan, a három utóbbi tanulmány azt 

bizonyította, hogy a Ph
+
 ALL lymphoid őssejt eredetű folyamat, hacsak a betegség a 

remisszió után nem konvertálódik chronicus fázisba. Ez ellentmond a hivatkozott első 

tanulmánynak, ahol minden egyes esetben többsejtvonal érintettséget bizonyítottak. 

Magyarázatként technikai problémák, a frakcionált sejtpopulációkban molekuláris 

technikákkal amplifikált minor kontamináció lehetőségbe merül fel. Továbbá, ha a beteg a 

korai remisszió indukció periódusában meghal, vagy az első komplett remisszió idején 

allogén csontvelő transzplantáció történik, klinikailag lehetetlen megállapítani, hogy a 

betegség valódi de novo folyamat vagy ismeretlen CML LBC-e volt. Ez volt a helyzet 17 

betegünkből 8 esetében, de mindegyik lymphoid sejtvonal restrikciót mutatott, tehát a 

betegség de novo természete nem lehetett kérdéses.  

Konklúzió: 
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2. Jelen tanulmány vizsgálta az irodalomban legnagyobb Ph
+
 ALL beteganyagot 

kombinált morfológia és FISH technikával, mely véleményünk szerint a sejtvonal 

érintettség megítélésére a legpontosabb eljárás. Az eljárásnak azért van különös 

jelentősége, mivel de novo Ph+ ALL vs CML-LBC között a legújabb, 65 illetve 33 kbp 

feloldású oligonukleotid komparativ genomikus hibridizáció (aCGH) sem tudott 

differenciálni: mindkettőben a genomikus profil legjellemzőbbje a CDKN2A (p16) és az 

IKZNF1gén lokuszok valamint a 14q32 régióban az IgH és TCR lokuszok vesztései (46, 

47, 48.). 

3. Csak azon betegeknél találtunk többsejtvonal érintettséget, akik a remisszió után 

chronicus fázisba konvertálódtak és ezért ezek valójában CML-LBC-nek feleltek meg. 

Fordítva, az UCSC eredetű Ph
+
 ALL (1) létezésére nem találtunk bizonyítékot. 

4. Tanulmányunk összhangban van Anastasi és mtsai (1996)(14) 8 betegen, hasonló 

methodológiával végzett vizsgálatai eredményével, de jelen tanulmány töréspont 

heterogenitást is kimutatott a LSC eredetű Ph
+ 

ALL-ben. 

5. A prognózis és a kezelési stratégia a CML-LBC-ben valamint a de novo Ph
+ 

ALL-ben 

még a tirozin kináz gátlók korszakában is eltérő, ezért a sejtvonal érintettség korrekt 

vizsgálata fontos és a rutin diagnosztikai procedúra része kell legyen. 

6.  Hasonló problémakör a Ph+ de novo acut myeloid leukaemia (AML) valamint a 

CML-MBC (CML-myeloblastos crisis) differenciálása, ez azonban az AML-ek 

mindösze 1 %-át kitevő előbbi kórforma esetében az IgH és TCR lokuszokban aCGH 

módszerrel leirt egyedi vesztések alapján lehetségesnek látszik (48). Ennek alapján a 

Ph+ de novo AML a jövőbeni WHO klasszifikációkban külön entitásként szerepelhet. 

3.3.1.c.2. Az ET valamint a CML diagnosztikus kritériumait a PVSG és legújabban a WHO 

’Classification of Neoplastic Diseases of the Haematopoietic Tissues’ rögzíti (18, 33). A két 

betegség klinikopathologiai jellemzői általában jól elkülönülnek. A típusos ET-t az izolált, 

extrém thrombocytosis, az enyhe leukocytosis és basophilia vagy ezek hiánya, megtartott 

NAP aktivitás, a hepato-splenomegalia hiánya, női túlsúly és kiváló prognózis jellemzik (49, 

50). A csontvelő morfológiát az enyhe–extrém, diffúz vagy csoportképződést mutató, 

megnagyobbodott és hyperlobulált megakaryocytákból felépülő megakaryocytosis jellemzi, 

általában a cellularitás szignifikáns növekedése és más sejtvonalak morfológiai eltérései 

nélkül (51). Ellenkezőleg, a CML-t a periférián az egész myeloid vonalat involváló jelentős 

leukocytosis, az érett granulocytákban a NAP aktivitás csökkenése vagy hiánya, hepato-

splenomegalia, enyhe férfi túlsúly és acceleratio ill. terminális blastos crisis irányú 

progresszió jellemzik. A csontvelő morfológiát a proliferativ, masszív, differenciálódó 
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myeloid tulsúlyt mutató velőállomány dominálja, megakaryocytosissal vagy anélkül. A 

megakaryocyták azonban jellegzetesen kicsik (u.n. CML megakaryocyták) (51). A genetikai 

kritériumok ugyancsak meghatározottak. Az ET Ph kromoszóma és bcr/abl átrendeződés 

negatív, míg CML-ben a Ph és bcr-abl expresszió kimutathatósága a diagnózis sine qua non-

ját képezik (18, 37). A szigorú diagnosztikus kritériumok ellenére létezik ’szürke zóna’ az ET 

és a CML között, melyet Ph
+
 ET illetve bcr

+
 ET állapotként/betegségként írtak le. Az elsőt 

ET-ként kezdődő CML-nek is nevezik, mivel bizonyos idő – néha évek – múltán a betegség 

típusos CML irányba progrediál és végül blastos crisis fejlődik ki (19, 22, 52). A bcr
+
 ET 

azonban – incidenciáját, prognozisát és klasszifikációját illetően – sokkal ellentmondásosabb 

kórállapot. Egyes kutatók a CML egy klinikai variánsának tekintik, míg mások ezzel 

határozottan nem értenek egyet (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31). 

 A PTE Pathologiai Intézetében egy periódusban egymást követően diagnosztizált 64 

ET beteg között 4 bcr
+
 esetet (6.3%) találtunk. Ez az incidencia sokkal közelebb van ahhoz az 

értékhez (5%), amit egy tanulmányban 20 ET beteg között észleltek, de jelentősen különbözik 

attól a magas incidenciától (48%), amit egy másik publikációban 40 ET beteg vizsgálata 

alapján közöltek (24, 25). Ezen betegek az átlagosan 57 hónapos követési idő alatt CML 

irányú progressziót, acceleratiót vagy blastos crisist nem mutattak. Ez összhangban van azon 

közölt adatokkal, miszerint nincs bizonyíték arra – egy beteg kivételével, akinél a betegség 

kezdete után 12 évvel akut leukaemia alakult ki, – hogy a bcr
+
 ET betegekben blastos crisis 

alakulna ki (28, 53). Jelentős női túlsúlyt észleltünk, mely arra utal, hogy ez nem csak az ET 

kezdetű CML-t, de a bcr
+
 ET-t is jellemzi. A b3/a2 bcr-abl transzkript dominált, mind a Ph

+
, 

mind a bcr
+ 

ET-ben, mely közölt adatokkal összhangban van (24, 54). A csontvelő morfológia 

kvantitativ jellemzésére 3 paramétert használtunk. Kettő ezek közül, a cellularitás és a 

megakaryocyták mérete, már kvalitativ morfológiai megitélés alapján is jól tudottan 

jelentősen különbözik tipusos CML-ben illetve ET-ben. Feltételeztük továbbá, hogy az 

extrém thrombocytosissal jellemzett ET a total NOR area/nucleus paraméterrel leírt celluláris 

megakaryocyta aktivitásban is különbözik a típusos CML-től (55, 56). Dokumentált, hogy a 

bcr+ vs bcr- thrombocythaemiák között szignifikáns különbségek állnak fenn a thrombocyták 

méretében és reaktivitásában is, az utóbbi csoport javára (57). Valóban, mindhárom 

paraméterben az ET és a CML szignifikánsan különbözött, azaz, a cellularitás alacsonyabb, a 

megakaryocyták nagyobbak és aktívabbak ET-ben. Az a tény, hogy a csontvelő 

cellularitásban és a megakaryocyta méretben a bcr
+
 ET a tipusos ET-től nem, míg a CML-től 

mindhárom paraméterben szignifikánsan különbözik arra utal, hogy a bcr
+ 

ET csontvelő 

morfológiája jelentősen eltér CML-től és nagyon hasonló típusos ET-hez, valamint 
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mindkettővel megegyezően el nem kötelezett őssejt szintű betegség (58). Továbbá, a Ph
+
 ET 

és a bcr
+ 

ET betegek adatainak összevonása az ET-hez képest a megakaryocyták méretének 

szignifikáns csökkenését valamint a megakaryocyták aktivitásának a típusos CML-lel 

szemben fennálló szignifikáns különbsége eltűnését eredményezte, mely azt jelenti, hogy a 

Ph
+
 ET betegek kvantitativ indexek által jellemzett csontvelő morfológiája sokkal inkább 

CML, mint ET típusú. Ez lehetett az az állapot, melyet a myeloproliferativ betegségek egy 

korábbi klasszifikációjában ’borderline’ CML-ET-ként írtak le (59). Következtetéseink: 

1. Egy tanulmány keretében – ismereteink szerint – az irodalomban közölt legnagyobb 

számú ET beteg molekuláris és a csontvelő morfológiájának kvantitativ jellemzését 

végeztük el. 

2. Az egyébként az ET kritériumait kielégítő bcr+ ET incidenciája nagyon alacsony. 

3. Bár a bcr+ ET és a CML is el nem kötelezett őssejt eredetű, adataink nem utalnak arra, 

hogy az előbbi a CML form fruste állapota lenne, sokkal inkább az ET egy variánsa. 

4. A végső és teljes genetikai különbség a bcr+ ET, a Ph+ ET valamint a CML között 

még feltárásra vár, de egy közös genetikai jellegük biztosan van: mindháromban, még 

az elsőben is, van egy Ph kromoszóma pozitív klón. Alapos okunk van feltételezni, 

hogy ezen klón expanziójának mértékében mutatkozó különbség többé-kevésbé 

elkülönülő kliniko-pathologiai entitásokat eredményez, mely a csontvelő 

morfológiában is követhető.  

5.  Valóban, egyre gyarapodik azon közlemények száma (~ 30 esetleirás), ahol a bcr-abl 

pozitivitás illetve a JAK2V617Fmutáció egyidejű vagy egymást követő fennállását 

igazolták egy betegség lefolyása során (60). Kb 55%-ban a bcr-abl pozitivitás és 

CML-szerű kép volt a primér elváltozás. Ezek alapján fel kell tételezni, hogy több, 

mint egy genetikai mutáció is kialakulhat a csontvelőben a chronicus myeloproliferativ 

betegségekre predisponáló milliőben. Ezen szubklonális heterogenitás állapotban az 

egyik mutáció domináns (’driving’), de – például –therápia (Imatinib) indukálta 

szelekciós nyomás hatására az addig nyugvó (’dormant’, ’passanger’) mutáció 

’driver’-ré alakulhat, mely új klinikai képet eredményez. Mindezt experimentális 

adatok is alátámasztják (47). JAK2V617F pozitiv ET tipusú, majd később bcr-abl+ 

CML tipusú folyamattá transzformálódott betegségben a tumorsejtekből származó 

kolóniák in  situ molekuláris vizsgálata dupla mutációt tartalmazó klónok mellett 

egyes genetikai hibát tartalmazó klónokat is azonositott. Ez a szubklonális 

heterogenitás profil azonban a tirozin kináz inhibitor (Dasatinib) illetve 

hidroxiureakezelést követő molekuláris remisszió során jelentősen megváltozott, a 

korábban nagy többséget képviselő dupla mutáns klónok eltüntek, csak mindkettőt 

külön-külön tartalmazók maradtak. 
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3.3.2. Ph+/bcr-abl átrendeződést mutató ritka kórképek  

3.3.2. a. Bevezetés  

3.3.2.a.1. A 9. és a 22. kromoszóma között kialakuló és egy kisméretű, ú.n. Philadelphia (Ph) 

kromoszómát eredményező kiegyensúlyozott transzlokáció az őssejt eredetű klonális 

betegség, a chronicus myeloid leukaemia genetikai karakterisztikuma (61, 62). Az ennek 

nyomán kialakuló kiméra gén egy új – tirozin kináz aktivitással biró p210 fehérjét kódoló – 

8.2 kilobázis (kb) nagyságú bcr-abl mRNS eszpressziójához vezet (63, 64). A Ph pozitív 

CML betegek haemopoetikus sejtjei a Ph pozitivitás és a bcr-abl expresszió vonatkozásában 

azonban heterogének (65). Nem csupán a reziduális haemopoesist képviselő Ph 

kromoszómára és bcr-abl mRNS expresszióra negatív populáció létezik, de a haemopoetikus 

kolóniák változatos aránya mutathatja a Ph
+
, bcr-abl mRNS

-
 geno- és fenotipust (66, 67, 68, 

69, 70). Ezen ’nyugvó’ állapot (dormant state, silencing) jelentősége, méginkább 

pathomechanismusa nem ismert, de nyilvánvalóan komoly problémát jelent a terápia, 

beleértve a poszt-transzplantációs állapot monitorizálása valamint az autológ csontvelő 

transzplantációra felhasznált, RT-PCR által detektált kiméra mRNS expresszió alapján 

megítélt őssejt kompartment szelekció területein.  

Jelen tanulmányunkban egy olyan beteget írunk le (lsd. 2.3.2.a.1. pont), akinek a 

klinikai és laboratóriumi adatai a betegség kezdetén CML-re nem voltak jellegzetesek, 

azonban a meta- illetve interfázis citogenetika Ph és bcr-abl átrendeződés pozitivitást mutatott 

ki, bcr-abl mRNS expresszió érzékeny RT-PCR eljárással viszont nem volt detektálható. A 

konstansan magas Ph
+
 vérsejtarány mellett a betegség idővel p210 mRNS pozitivitást 

mutatott, melyet csontvelői morfológia változása is kísért.    

3.3.2.a.2. A különböző indolens B-sejtes malignus lymphomák (B-ML) chronicus 

myeloproliferativ betegségekkel (MPB) együtt is előfordulhatnak. Szórványos közlések 

szerint CMPB-vel, főként chronicus myeloid leukaemiával (CML) egy időben vagy azt 

követően is kialakulhat myeloma multiplex (MM), chronicus lympoid leukaemia (CLL) vagy 

hajas sejtes leukaemia (HCL) (71, 72, 73, 74, 75, 76). A HCL ritka, elkülönülő 

klinikopathologiai entitás, mely a B-ML-nak mindössze 2%-át adja (77). Egyes publikációk 

szerint a második malignomák, nevezetesen a Hodgkin és non-Hodgkin lymphomák valamint 

a pajzsmirigy carcinoma, gyakorisága HCL-ben – különösen interferon kezelést követően – 

magasabb (78, 79, 80). Ph
+
 CML és HCL együttes előfordulását közlő esetekben a daganatok 

klonális kapcsolát nem vizsgálták (81, 82, 83). Ugyancsak nem áll rendelkezésre az 

irodalomban – ismereteink szerint – a MPB-gel vagy mellett kialakuló ML-k incidenciájára 
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vonatkozó adat. Egy ko-egzisztáló indolens B-ML diagnózisa – a MM-től eltekintve, ahol a 

könnyűlánc monoklonalitás immunhistologiával könnyen kimutatható – nem egyszerű feladat 

önmagában a crista biopsia histologiája alapján, mivel a különböző mértékű lymphocytás 

infiltrátum a MPB-k jól ismert jellegzetessége (84). A paraffinos blokkból extrahált DNS-en 

elvégzett, az immunglobulin nehézlánc gén (IgH) átrendeződés kimutatására irányuló 

polimeráz láncreakció (PCR) hasznos eszköznek bizonyulhat, de a PCR eredmény 

interpretálása két okból is problémás lehet. Egyrészt, az ál-monoklonalitás az alacsony számú 

B-sejt klónt tartalmazó minták jól ismert sajátsága (85, 86, 87), másrészt a MPB-eket el nem 

kötelezett (UCSC) eredetű folyamatoknak tartják általánosságban, mely azt is jelenti, hogy B-

sejtjeiknek legalábbis egy része klonális (88). 

 Annak érdekében, hogy a ko-egzisztáló B-ML incidenciájára valamint a molekuláris 

technikákkal kombinált histologia diagnosztikus kapacitására vonatkozóan adatokat kapjunk, 

106 konzekutiv MPB-ben szenvedő beteg valamint 40 B-ML-s és 50 más malignomában 

szenvedő beteg staging céljára vett crista biopsiás mintáit (lsd. 2.3.2.a.2. pont) vizsgáltuk rutin 

histopatológiai és IgH génátrendeződés PCR eljárásokkal. Vizsgálataink arra utalnak, hogy – 

morfológiai alapon nem feltétlenül felismerhetően – valódi monoklonális B-sejtes infiltrátum 

– klinikailag nem vagy manifeszt módon – előfordulhat MPB-ekben és ezek egy része 

klonális kapcsolatban is áll egymással. 

3.3.2.b. Eredmények 

 3.3.2.b.1. A betegség kezdetén hepatosplenomegalia, leukocytosis és thrombocytosis 

uralta a klinikai – laboratóriumi képet (lsd. 2.3.2.a.1. pont; 3.3.2.1. táblázat) (131).  

Bár alacsony arányban előfordultak a periférián éretlen myeloid elemek és a myeloid 

differenciálódás zavarának morfológiai jelei, basophilia nem volt észlelhető és az alkalikus 

foszfatáz aktivitás nagyrészt megtartott volt. A csontvelő hisztológia megtartott erythropoesis 

mellett jelentős, éretlen–mononucleáris megakaryocytosist és differenciálódó myeloid vonalat 

tartalmazó proliferatív velőállományt mutatott (3.3.2.1.a. ábra). A molekuláris vizsgálatok 

látszólag ellentmondó eredményeket adtak. Az RT-PCR eljárás sem p210, sem p190 típusú 

bcr-abl mRNS terméket nem mutatott ki a perifériás vérsejtekben, ugyanakkor ezen 

sejtelemek 86%-a iFISH módszerrel bcr-abl átrendeződésre pozitív volt (3.3.2.2. ábra). Az 

M-bcr illetve m-bcr specifikus RT-PCR eljárásokat kétszer és két különböző primer szettel is 

megismételtük, de egyik teszt sem mutatott bcr-abl mRNS amplifikációt.  

 

               dc_1046_15



  3.3.2 

 100 

3.3.2.1. Táblázat  A beteg 32 hónapos követése során nyert morfológiai, laboratóriumi és 

molekuláris leleteinek összefoglalása 

Vizsgálatok 

sorszáma 
FVS THR HTC RT-PCR 

Ph+ Sejtek (%) 

iFISH / CCA 
Hisztológia/Citológia 

1 43 685 42.0 Negatív 86 +/n.a. CMPB-CF 

GAPA: 250 

2 25 613 33.0 b3/a2+ 81+/n.a. CMPB-CF 

GAPA: 48 

Fibrosis, 8% Bazophil 

3 7 406 44.6 Negatív 57+/n.a. CMPB-CF 

4 7 748 39.5 Negatív 90 +/100 CMPB-CF 

5 38 136 30.2 n.a. 95+/n.a. CMPB-BC 

CD13+, CD33+, 

CD34+, blastok 

1. vizsgálat: kezeletnel állapot; 2., 3., 4. és 5. vizsgálat: az 5., 17., 27. és 32. követési 

hónapnak felel meg. FVS: fehérvérsejtszám G/l; THR: thrombocyta szám G/l; HTC: 

haematocrit; RT-PCR: reverz transzkripciós polimeráz láncreakció; b3/a2+: p210 típusú 

bcr/abl chimera mRNS expresszió; iFISH-: interfázis fluoreszcens in situ hibridizáció; CCA: 

konvencionális citogenetikai analízis; GAPA: granulocyta alkalikus foszfatáz aktivitás 

(normál tartomány: 206±36); CMB: Ph
+
 chronikus myeloproliferatív betegség atypusos 

vonásokkal; CF: chronicus fázis; BC: blastos crisis; n.a.: nincs adat 

Az RNS preparátum minősége megfelelő volt, mivel a -actin és a bcr-abl törtésponttól 

közvetlenül telomerikusan elhelyezkedő, a normal abl-ben valamint a bcr-abl  mRNS-ben is 

jelenlevő a2–a3 exon régiót reprezentáló mRNS szakasz jól volt amplifikálható RT-PCR-rel. 

Ezen leletek egy CML típusú, de transzkripcionálisan inaktiv (’silent’) Ph kromoszómát 

hordozó, atipusos csontvelő morfológiával és citokémiával járó CMB-re utaltak. A követés 5. 

hónapjában a vizsgálatok jelentősen eltérő histologiai és molekuláris leletekkel szolgáltak.  

A crista biopsia szignifikáns erythroid szupresszió mellett dominálóan differenciálódó 

granulocyta–megakaryocyta proliferációt mutatott grade I retikuláris rostszaporulat mellett. 

Ezt a GAPA csökkenése és 8 %-os basophilia kísérte (3.3.2.1.b.-c. ábra). Továbbá, az   

iFISH-sel kimutatott, továbbra is magas perifériás Ph
+
 sejtarány mellett a p210 tipusú bcr-abl 

mRNS termékre az RT-PCR teszt egyértelmű pozitivitást adott. A molekulasúly valamint az 

amplifikált termék szekvencia vizsgálata transzkripcionálisan aktív b3/a2 típusú translokációt 

bizonyított (3.3.2.2.-3.3.2.4. ábrák). Két további követéses vizsgálat a 17. és a 27. hónapban a 

proliferativ, de differenciálódó myelo- megakaryopoesist (az utóbbi enyhe csoportképződési 

tendenciája mellett) és az éretlen erythropoesis megjelenését mutatta. A bcr-abl átrendeződést 

mutató sejtek aránya a periférián továbbra is magas volt, 57% és 90% között változott. A 

csontvelői metafázis citogenetika is megerősítette a klasszikus Ph kromoszóma jelenlétét (27. 

hónap), 36 mitosisból mindegyik pozitív volt. 
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3.3.2.1. ábra A betegség kezdetén a 

csontvelő aspirátum hisztologiája jelentős 

éretlen megakaryocytosist valamint 

differenciálódó erythro- és granolopoesist 

mutat (a); a 2. vizsgálat (5 hónappal a 

betegség kezdete után) során vett crista 

biopsiában az erythroid vonal jelentős 

suppressziója mellett domináló granulo- és 

megakaryopoesis látható (b); perifériás 

vérsejtek alkalikus foszfatáz reakciója: 

négy, csaknem negatív érett myeloid elem 

mellett () feltűnő a magok 

hiperszegmentációja (c) 

Formol-paraffin metszetek, HE festés, x 

100 (a and b); alkalikus foszfatáz 

citokémiai reakció,  x 1000 ( c ) (131). 

 

3.3.2.2. ábra Az első vizsgálati időpontból 

származó perifériás vérsejtek bcr-abl 

átrendeződés specifikus iFISH analízise. A 

sárga fúziós jelek (►) az átrendeződést 

bizonyítják ( részletek l. 2.3.2.c.7. pont), x 

1300 (131). 

 

 

 

 

a b 
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3.3.2.3. ábra Az abl 2-3 RNS kontrol (a) valamint a Lion-féle, 199 illetve 246 bp terméket adó 

M-bcr ‘nested’ RT-PCR (b) tesztek agaróz gél elektroforetikus képe az 1., 2., 3. és 4. vizsgálat 

(magyarázat a 3.3.2.1. táblázatban) során. Mw molekulasúly standard (131). 

3.3.2.4. ábra Az amplifikált DNS-t klónoztuk és három 

bakteriális DNS izolátumot szekvenáltunk. Csak identikus 

(…) és egyedi szekvenciákat nyertünk. Ez a szekvencia 

megfelelt a bcr gén 13. exonja (b2) telomerikus régiójának 

(123 651.-123 699. bázis), a teljes 14. exonnak (b3) (124 417.-124 491. bázis) valamint az abl 

gén 2. exonja (a2) centromerikus régiójának (49 889.-50 011. bázis). A szekvencia megfelel a 

b3/a2 típusú transzlokációnál leíródó transzkriptumnak (131) 
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3.3.2.5. ábra Különböző mennyiségű és topografikus eloszlást mutató lymphocytás infiltrátum 

MPB betegek csontvelőiben. a ET, morphologiailag infiltrátum nem azonosítható, HE, x 100;  

b ET, gyér interstitiális infiltrátum, HE, x 100; c CEL /HES, mérsékelt paratrabeculáris 

infiltrátum, HE, x 60; d MPB-NOS, noduláris infiltrátum, Giemsa, x 40; e MPB-PV, 

interstitialis és noduláris infiltrátum, Giemsa, x 40; f MPB-NOS, részlegesen B-sejt marker 

pozitív noduláris infiltrátum, CD20 immunhisztológiai jelölés, x 100 (89). 

A két követési időpontban, azonban, a különböző módszerekkel és triplikátumban végzett RT-

PCR eljárások egyaránt negatívak maradtak M-bcr ill. m-bcr kiméra mRNS termékre jó 

minőségű RNS izolátum mellett. 

További 5 hónap múlva a fehérvérsejt szám rapidan emelkedett, a flow citometria a 

CD45 vs SSC diagram alapján 39% CD13, CD33, CD34 pozitív blastot írt le, a periférián 

95%-ra nőtt a blastokat is magában foglaló Ph
+
 sejtarány. Sajnálatos technikai okok miatt a 

blastos crisis időszakában bcr-abl mRNS expresszióra nem tudtuk vizsgálni a betegséget. 

3.3.2.b.2. A tanulmányban vizsgált 106 MPB közül 31 a klinikai – patomorfológiai – 

molekuláris leletek (bcr-abl átrendeződés és expresszió pozitivitás iFISH és RT-PCR 

technikákkal) alapján CML-nek felelt meg. A nem osztályozható MPB kategória (MPB-NOS) 

képviselte a második legnagyobb csoportot 29 beteggel, 28 beteg tartozott az essentiális 

thrombocytosis (ET), 15 a polycythaemia vera (PV) és 3 a chronicus eosinophilsejtes 

leukaemia/hypereosinophil szindróma (CEL/HES) kategóriába. A lymphocyták aránya a 

csontvelőkben széles tartományban mozgott. A morfológiai megítélés szerint 34-ben (32%) a 

lymphoid populáció mennyisége illetve eloszlása a szokásosnál több illetve attól eltérő volt. A 

lymphocyta infiltrátum jellege a diffúz szórványos/enyhe infiltrátumtól a kisebb–nagyobb 
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noduláris típusúig terjedt illetve ezek kombinációinak felelt meg (3.3.2.5. ábra). A 105. sz. 

CML-es beteg crista biopsiájának egyetlen velőűrjében (de a sorozatmetszetek során más 

velőűrben nem) a csontvelőt teljes egészében egy specifikus indolens B-sejtes ML-ra 

patognomikus diffúz lymphoid infiltrátum váltotta fel (90). Az infiltrátumokban a CD3 vs 

CD20 pozitív sejtarány nem mutatott jellegzetes eltérést két beteg kivételével; az egyikben 

(96. sz. beteg) masszív, CD5 – CD23 ko-expressziót is mutató CD20 pozitív infiltrátum volt 

megfigyelhető (3.3.2.6.a. ábra), míg a másikban (105. sz. beteg,) homogén – diffúz (1 

velőűrben, lsd. fent) illetve szórványos CD20 – DBA44 pozitív infiltrátum volt jelen (3.3.2.8. 

ábra) (90). A többi esetben, morfológiailag fokozott lymphoid tartalommal vagy anélkül, B-

ML-ra pathognomikus fenotipust, CD5-CD20, CD5-CD20-CD23, CD10-CD20 ko-

expressziót, cyclin D1 pozitivitást vagy könnyűlánc restrikciót nem észleltünk. 

Az IgH génátrendeződés irányú PCR vizsgálatot a 106 crista biopsiás minta paraffinos 

blokkjából izolált DNS-en elvégezve a poliklonalitás vs monoklonalitás kritériumait, különös 

tekintettel a higított mintákban nyert reprodukálhatóságra, vizsgáltuk. Monoklonális mintában 

a DNS progresszív higítása mellett triplikátumban egy (vagy kettő biallelikus átrendeződés 

esetén) – enyhén csökkenő denzitású, de változatlan molsúlyú diszkrét csík volt 

megfigyelhető. Ezzel szemben poliklonális mintákban nem reprodukálható oligoklonalitást, 

sőt nagyobb DNS higítás mellett monoklonalitást utánzó diszkrét amplifikációs csíkot 

nyertünk (3.3.2.7. ábra). Ezért a PCR amplifikációt akkor tekintettük monoklonálisnak, ha 

egy (v. kettő) diszkrét csík volt nyerhető triplikátumban és legalább 10x higított DNS mellett 

is. A monoklonalitás végső bizonyítékának azt tekintettük, ha identikus és azonosítható 

szekvenciákat kaptunk egy termék több klónjából. Szekvenálást a kontrollként szolgáló B-

ML-s betegek csontvelőjének IgH PCR termékein nem végeztünk, de ezekben az esetekben a 

monoklonalitást csak akkor fogadtuk el, ha a csontvelői valamint az eredeti biopsia 

(nyirokcsomó vagy extranodalis szövet) PCR amplikonjának mólsúlya megegyezett. A 106 

MPB csontvelő mintából az IgH CDR III régió PCR amplifikációja 81 (76%) esetben volt 

sikeres (3.3.2.2. táblázat). Első megközelítésben a 81-ből 18 minta tűnt monoklonálisnak, de 

a fenti kritériumokat valamint a szekvenálás eredményét figyelemben véve ez végül 4 (5%) 

CMB crista biopsia – 1 CML és 3 MPB-NOS – esetében nyert bizonyítást.  

Ezen négy esetből kettőben (1 MPB-NOS, 96. sz. beteg; 1 CML, 105. sz. beteg) a csontvelői 

morfológia nagyfokban gyanús, sőt pathognomikus volt lymphomára, míg a maradék két 

esetben a mikroszkópos megjelenés nem utalt lymphoproliferativ betegség fennálltára. 
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3.3.2.2. táblázat A csontvelőben izolált DNS-ben amplifikálható CDR III régiót valamint 

monoklonális IgH génátrendeződést mutató esetek továbbá a klinikailag manifeszt 

lymphomás betegek megoszlása a különböző MPB, B-ML illetve reaktív (nem MPB, nem B-

ML) csoportban (89). 

 Esetszám Amplifikálható 

CDR III 

Monoclonalis IgH 

Génátrendeződés 

Klinikailag 

manifeszt. ML 

MPB     

CML 31 23 1 1 

MPB-NOS 29 22 3 1 

ET 28 22 - - 

PV 15 11 - - 

CEL/HES 3 3 - - 

Összesen:  106 81 4 (5%) 2 

B-ML     

18 CLL, 9 FL, 7 

MM, 4 MZL, 1 

HCL, 1 WM 

40 31 24 (77%) 40 

Reaktív Crista 

Biopsia 

50 43 - - 

 

Összehasonlításul, a 40 kezeletlen indolens B-ML-s beteg crista biopsiájából 31 esetben volt 

sikeres a CDR III régió amplifikálása és ezek közül 24 (77%) monoklonális IgH 

génátrendeződést mutatott.  Ez a szám a morfológiai megítélés tartományába esik (a 31-ből 

21-ben /68%/ önmagában a morfológia alapján ML-s csontvelői érintettséget 

véleményeztünk). Az 50, egyéb, nem B-ML-s kontroll beteg crista biopsiájából egyben sem 

találtunk monoklonalitást. A szomatikus hipermutáció vizsgálatot a csontvelői monoklonális 

IgH génátrendeződéssel identikus átrendeződést mutató perifériás vérsejtek amplifikált DNS-

én végeztük el. Ez a 4, csontvelői monoklonális B-sejtes kompartmentet tartalmazó MPB 

betegből háromban állt rendelkezésre (3.3.2.3. táblázat). A 96. sz. betegben a germline génnel 

teljes szekvencia identitást találtunk, míg a 71. és 105. sz. betegekben 80.4% illetve 82.2.% 

volt csak az azonosság. Az utóbbi két betegben a CDR I + CDR II régióban észlelt R/S arány 

meghaladta ugyanezen arányt az FR II + FR III régióban valamint az elméletileg várható R/S 

arányt a CDR I + CDR II régióban. Ezek szerint az utóbbi két betegben szomatikus 

hipermutáció és antigén hatásra kialakuló pozitív szelekció, tehát post-follikuláris, míg az első 

betegben pre-follikuláris eredetű monoklonális B-sejtes populáció bizonyítható. 

Az egyéb, az IgH PCR eredmények alapján elvégzett flow citometriás fenotipizálás 

valamint a klinikai adatok retrospektiv kiértékelése a 4, csontvelői monoklonális B-sejtes 

populációt mutató CMPB-s betegből 2-ben klinikailag is nyilvánvaló lymphomát igazolt. 
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3.3.2.3. táblázat A négy csontvelői monoklonális IgH génátrendeződést mutató betegből 

három szomatikus hipermutáció analízise (89). 

Ny.cs. 
Germline 

gén 

Identitás 

(FRII - 

FRIII) 

Identás 

(CDRI + 

CDRII) 

Észlelet R/S arány Elméletileg 

várt R/S arány 

(CDRI + 

CDRII) 
CDR I + CDRII FRII + FRIII 

1. #71 
IGHV4-

39*01 
90,7% 80,4% 6/1=6,000 8/2=4,000 4,073 

2. #96 
IGHV1-

69*06 
100,0% 100,0% - -  

3. #105 
IGHV4-

59*07 
93,8% 82,2% 4/1=4,000 3/3=1,000 3,796 

 

A 96. sz.betegben alternáló thrombocytosist és lymphocytosist találtunk a beteg 

anamnesisében. A periferás vérsejtek immunfenotipizálása CD5-CD19-CD23 ko-expressziót 

valamint sejtfelszíni lambda könnyűlánc restrikciót mutatott, melyek CLL fennálltát 

igazolták. A nőbeteg perifériás flow szortírozott myeloid valamint CD5-CD19-CD23 ko-

expresszáló leukaemias sejtjeiből nyert DNS-en elvégzett X-kromoszóma kötött klonalitási 

vizsgálat (HUMARA PCR teszt) monoklonalitást és ugyanazon inaktivációs mintázatot 

mutatott a két sejtcsoportban (3.3.2.6.b.-c. ábra). 

A 105. sz. betegben (betegtörténet: lsd. 2.3.2.a.3. pont) típusos CML állt fenn, a 

konvencionális citogenetika Ph kromoszómát talált 20 metafázisból 18-ban, a perifériás 

vérsejtek 96%-a mutatta a bcr-abl átrendeződést iFISH technikával, az RT-PCR a b2/a2 

valamint a b3/a2 típusú bcr-abl kiméra mRNS expresszió együttes fennálltát, a PCR a 

csontvelői DNS-ben monoklonális IgH génátrendeződést, a morfológiai vizsgálat pedig 

egyetlen velőűrben homogén, más velőűrökben szórványos – csak immunhistologiailag 

detektálható – HCL típusú B-ML-ra utaló eltérést talált (3.3.2.8. és 3.3.2.9. ábrák).  

A perifériás kenetek gondos újraértékelése ritka, mononuclearis hajas sejteket tárt fel, a 

tartarát rezisztens savi phosphatase (TRAT) pozitív sejtek aránya 0.4% volt. A fenotipizálás 

szerint a perifériás sejtek 0.5%-a CD11c-CD19 ko-expressziót és sejtfelszíni kappa 

könnyűlánc restrikciót mutatott, melyek együttesen megerősítették és kétségen kívül 

bizonyították ko-exisztáló HCL fennálltát. Egymást követő (konzekutiv) immuncitologiai és 

iFISH jelölésekkel vizsgáltuk a CML és a HCL klonalis kapcsolatát. A periferás vérsejtek 

citopreparátumain CD11c és CD19 kettős jelölést alkalmaztunk majd az ezt követően, 

ugyanazon lemezeken elvégzett iFISH preparátumon a korábban digitalizált megfelelő 

látómezőket relokalizáltuk. 
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3.3.2.6. ábra a MPN-NOS (96. 

sz. beteg), a hypercelluláris, 

proliferáló myeloid vonalat és 

polimorf megakaryocytosist 

mutató csontvelő 

parenchymában masszív 

noduláris és interstitialis 

lymphoid infiltrátum 

azonosítható, Giemsa, x 40 és x 

200 (inszert); b a flow 

citometriás immunfenotipizálás a 

CD19+ fehérvérsejtek CD5–

CD23 ko-expresszióját mutatja; 

c HUMARA teszt - a PCR 

termék elektroforetikus 

szeparálása, a flow szortírozott 

myeloid sejtek (CD33+), T-

sejtek (CD3+) és CLL sejtek 

(CD5+/CD19+/CD23+) közül 

csak a T-sejtekben volt 

amplifikálható mindkét, 

trinukleotid repetitiv szekvenciát tartalmazó allél Hha I és Hpa II metiláció szenzitív 

endonukleáz emésztést követően, az eredmény a myeloid és a CLL-es sejtek ugyanazon X 

kromoszóma inaktivációs mintázatára valamint monoklonalitására utal (89). 

3.3.2.7. ábra Crista 

biopsiá paraffinos 

blokkjaiból extrahált 

DNS-ek higitatlan (1-2-3), 

1000 x  (4-5-6) valamint 

10 000 x higitott (7-8-9) 

triplikátumain a 2.3.2.c.4. 

pont szerint amplifikált 

IgH gén CDR III regió 

PCR termékeinek 

elektroforetikus 

szeparálása.  

Különböző amplifikációs 

mintázatot (‘pattern’, P) 

észleltünk a ‘kenet-től 

(P1-P3) a nem reprodukálható oligoklonalitáson (P4-P8) át az egyszeres amplifikációs csíkig 

(ál-monoklonalitás, P9) poliklonális mintákban (a), míg konzekvens egyforma mólsúlyú 

amplifikátum volt észlelhető a különböző higítások mellett is a monoklonális mintában (b), 

C+ pozitív kontrol, C- negatív kontrol, Dw desztillált víz, Mw molekulasúly marker (89). 
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3.3.2.8. ábra HCL (a) illetve CML (b) típusú csontvelői infiltrátum ugyanazon crista biopsia 

szomszédos velőűrjeiben, HE, 40 x; inszert: az (a) ábrarészlet nagyobb nagyítású képén jól 

látható a HCL-re jellemző ‘lépesméz’ rajzolat, HE, 400 x; a CD20+ és DBA.44 + 

mononuclearis sejtelemek az (a) ábrarészletnek megfelelően homogén lemezben infiltrálnak, 

míg más területeken morfológiailag nem azonosítható módon szórványos vannak jelen a 

myeloid proliferátumban, 100 x (90). 

 

3.3.2.9. ábra A crista biopsia paraffinos blokkjából 

extrahált DNS mintából (S) PCR eljárással 

kimutatott monoklonális IgH génátrendeződés 

valamint a perifériás vérmintából (S) RT-PCR 

eljárással detektált b2/a2 és b3/a2 típusú bcr-abl 

kiméra expresszió (PhM) elektroforetikus képe, 

C+ és C- pozitív és negatív kontrol minták, dw 

desztillált víz,, Mw molekulasúly standard (90) 

 

 

3.3.2.10. ábra a CD11c (zöld) és CD19 (piros) ko-expresszáló perifériás vér mononuclearis 

sejtek (), b ugyanazon preparátum iFISH reakciója, bcr próba: piros, abl próba: zöld, kék 

DAPI hattér magfestés; az (a) látómező relokalizációja a bcr-abl átrendeződésre valamint 

+22-re utaló  1 sárga fúziós jelet és 2 piros szignált mutat a CD11c- CD19 pozitív 

mononukleáris () és negatív segmentált magvú sejt (◄) magjában egyaránt (90). 
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3.3.2.11. ábra MPN-NOS (71.sz. beteg). a Jelentős polimorf megakaryocytosissal kísért 

trilinearis proliferáció, HE, 320 x; b a normális tartományba eső, szórványos, érett CD20 

pozitív B-sejtek a velőállományban, CD20 immunhisztologiai festés, 100 x; c a perifériás 

vérből (PB) valamint a csontvelőből (BM) izolált DNS-ből egyforma molekulasúlyú 

amplifikátummal jellemzett monoklonális IgH génátrendeződés, gél elektroforézis, Mw 

molekulasúly standard, C+ és C- pozitív és negatív kontrol minták; d sejtfelszíni lambda 

könnyűlánc restrikciót ( λ/κ = 12.5) mutató, a reaktív B-sejtektől CD19- SSC 

karakterisztikumában elkülönülő minor perifériás vérsejt populáció; e a CD45 vs SSC 

diagram alapján azonosított flow szortírozott vérsejt populációkból izolált DNS-en elvégzett 

HUMARA PCR teszt eredményének elektroforetikus – denzitometriás kiértékelése, U az 

emésztetlen DNS-ből nyert két, eltérő molsúlyú amplikon a trinukleotid repetitive régióra 

vonatkozóan heterozigozitásra utal, a lymphoid sejtek (L) a metiláció szenzitív restrikciós 

endonukleáz emésztést követően is megtartották a heterozigozitást, mely poliklonlitásra utal, 

mig a myeloid sejtek (M) – monoklonalitásra utalóan - az emésztést követően a 

heterozigozitást elvesztették, csak az egyik allél volt amplifikálható (89). 
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Ezen kísérletek azt mutatták, hogy a nagyszámú, a fenti két márkerre negatív myeloid elem 

mellett szórványos, mononuclearis, CD11c-t és CD19-et ko-expresszáló sejt fordult elő, 

melyek tartalmaztak egy Ph kromoszómának megfelelő sárga fúziós valamint egy extra piros 

szignált (3.3.2.10. ábra). Az addicionalis vörös szignál (abl próba) +9-nek vagy a nem 

átrendeződött 9-es kromoszóma abl próba területében (kb. a közepén) bekövetkezett törésének 

egyaránt megfelelhet. Mindkét márker a myeloid valamint a CD19-CD11c pozitív 

mononukleáris sejtekben egyaránt előfordult. A flow citometriával, kombinált feno- és 

genotipus vizsgálattal valamint citokémiával meghatározott egyes vérsejt szubpopulációk 

arányait a 3.3.2.4. táblázat mutatja. 

3.3.2.4.Táblázat Flow citometriával, kombinált immunfluoreszcenciával és iFISH-sel 

valamint a citokémiával meghatározott fehérvérsejt szubpopulációk arányai (105.sz. beteg) 

(90). 

 Lymphocyták %-a* FVS %-a 

Lymphocyták* 100.0    7.3** 

CD3
+
 92.5 6.8 

CD19
+
 7.8 0.6 

CD19
+
+CD11c+ 6.5 0.5 

CD19
+
+CD11c

+
+FISH

+
  0.4 

TRAP
+
  0.4 

* CD13-, CD14-, CD33-, CD34-, CD56- mononuclearis sejtek a CD45-SSC diagramon 

** a ’kövér betűs’ adatok flow citometriás analizisből származnak 
 

az adat a relokalizációs kisérletből származik 
 

multifokális tartarát rezisztens  acid foszfatáz pozitivitás 

A 71.sz. betegben a perifériás vérben a csontvelői monoklonális IgH amplifikátummal 

megegyező mólsúlyú és szekvenciájú IgH génátrenedeződés hátterében flow citometriásan 

kimutatható volt a 7.3% mononuclearis lymphoid populáció egy 8.7%-os, eltérő CD19–FSC 

karakterisztikumot és kappa sIg könnyűlánc restrikciót mutató szubpopulációja, de klinikailag 

lymphoma nem volt nyilvánvaló. A CD45 vs SSC plot alapján flow szortírozott myeloid és 

lymphoid populáció közül az elsőben monoklonalitás volt kimutatható, de a másikban a 

heterozigozitás elvesztése (LOH) nem volt igazolható (3.3.2.11. ábra). A hét hónapos követés 

során B-ML nem alakult ki. 

A 24. sz. betegtől perifériás vér imunfenotipizálásra nem állt rendelkezésre, a primér 

csontvelő vizsgálatot követően röviddel meghalt szekunder infekcióban és a boncolás 

lymphomára utaló eltérést nem mutatott. 
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3.3.2.c. Diszkusszió 

 3.3.2.c.1. A kiméra mRNS expressziója – melynek a Ph
+
, bcr-abl mRNS

- 
állapot az 

egyik végletét jelenti – regulációjának vizsgálata nagy jelentőségű a CML pathogenesise 

átfogóbb megértése valamint a betegség és a poszt-transzplant állapot monitorizálása 

szempontjából (69, 70, 91, 92, 93). A tanulmányban egy olyan beteget írtunk le, akinél a 32 

hónapos követés alatt ötször végeztünk molekuláris vizsgálatokat. Bár a perifériás vérsejtek 

végig és magas arányban Ph pozitívak voltak, a kiméra mRNS expresszió a chronicus fázis 

során csak egyszer volt detektálható, de nem a betegség kezdetén és későbbi lefolyásán. A 

bcr-abl expresszió CML irányú morfológiai és citokémiai változásokkal járt együtt. Ez azt 

jelenti, hogy ezen Ph
+
 CMB lefolyása során bcr-abl mRNS negatív állapotot azonosítottunk 

nem izolált haemopoetikus kolóniák, hanem az egész perifériás vérsejt populáció szintjén. 

 Jól ismert, hogy a pozitív és a negatív PCR eredményeket körültekintően kell 

értékelni. A vizsgálatok során a b2a2 ill. b3a2 valamint az e1a2 típusú törések révén képződő 

p210 valamint p190 típusú bcr-abl fúziós mRNS-t detektáló RT-PCR reakciókat 

alkalmaztunk, ezek közül az elsők jellemzik a CML-t. Több oka is lehet annak, hogy fals 

negativitás miatt nem tudtuk detektálni a p210 mRNS-t: 1. gyenge minőségű RNS izolátum 

vagy az RNS degradálódása, 2. az alkalmazott PCR technika alacsony szenzitivitása, 3. e19a2 

típusú transzlokáció (-bcr regió), 4. az abl 2. és 3. exonja közötti töréspont, mely a2 exon 

nélküli fúziós gént eredményez. A kontrol vizsgálatok az első kettő valamint az utolsó 

alternatíva ellen szóltak. Az RNS minőségét ellenőrző RT-PCR-ek egyértelmű amplifikációt 

adtak nem csak a -actin-ra, de az M-bcr regiótól közvetlenül telomerikusan elhelyezkedő a2-

a3 regióra is. A bcr-abl mRNS rövidebb féléletidejéről – mely napokig fel nem dolgozott 

vérmintáknál illetve mélyhűtötten hónapokig tárolt RNS-nél is specifikus kiméra mRNS 

degradációt okozhat – vannak adatok (94), de esetünkben az RNS izolálás a mintavételtől 

számított 1 órán belül, az RT-PCR reakciók pedig 24 órán belül megtörténtek. Másrészről a 

b2a2 illetve b3a2 típusú transzlokáció detektálására két különböző primer szett 

felhasználásával végzett RT-PCR vizsgálatok érzékenysége megfelelő volt, kontrol 

vizsgálatokban reprodukálható pozitivitást nyertünk 10
-7

 higítás mellett is. A nagyon ritka 

e19a2 típusú transzlokációt nem vizsgáltuk RT-PCR-rel, de három érv is ennek fennállta ellen 

szól esetünkben: 1. -bcr régióban bekövetkező transzlokáció klinikailag és citológiailag 

elkülönülő entitást, a kifejezett neurophil differenciálódással és thrombocytosissal járó CML-t 

eredményezi, de esetünkben ez nem állt fenn (4), 2. ez a transzlokáció a iFISH során 

hibridizált bcr és abl szekvenciák közötti DNS szakaszt – a b3a2 és a b2a2 típusúhoz 

               dc_1046_15



  3.3.2 

 112 

viszonyítva – 540 bp ill. 615 bp-ral nyújtaná meg, mely a FISH szignálok fúziója helyett nagy 

valószínűséggel azok ko-lokalizációját eredményezte volna (95), 3. a lefolyás során végzett 4 

RT-PCR vizsgálati minta közül az egyikben egyértelműen kimutatható volt a mólsúly 

valamint a szekvencia alapján b3a2 – p210 típusú bcr-abl kiméra mRNS, mint a metafázis 

citogenetikával is igazolt klasszikus Ph kromoszóma terméke.  

A t(9;22)(q34.1;q11.21) patognómikus a CML-re, de a betegség többlépcsős fejlődése 

során nem az első transzformáló hatás: Ph
+
 CML-es betegek Epstein-Barr vírussal 

transzformált, Ph
-
 és bcr-abl mRNS

-
 lymphoid sejtvonalai a glukóz-6-foszfát dehidrogenáz 

analízis alapján monoklonálisnak bizonyultak (63). Kb 30%-ban monoklonális Ph- 

haemopoesis azonositható dasatinib indukálta remisszióban levő CML betegekben, hasonló 

eltérést azonban IFN- terápia mellett is leirtak (96, 97). Így legalább két fejlődési stádium 

lehetősége merült fel, az első során – nem ismert transzformáló tényező hatására – az őssejt 

kompartment klonális proliferációban megnyilvánuló növekedési előnyre tesz szert, a 

másodikban pedig kialakul a jellegzetes Ph kromoszóma és a CML-es fenotipus. A 

molekuláris vizsgálatok tükrében azonban még a Ph
+
 klón is heterogén a p210 kiméra mRNS 

expressziója vonatkozásában. CML-es betegek Ph
+ 

haemopoetikus kolóniáinak 25%-ában 

(tartomány: 0%-60%) bcr-abl expresszió nem volt kimutatható érzékeny RT-PCR módszerrel. 

Ha a kolóniákat IFN- jelenlétében generálták, akkor ez az arány 95%-ra növekedett (65, 67). 

Flow szortírozott korai haemopoetikus valamint sejtvonal-elkötelezett progenitorok továbbá 

’long-term culture-initiating cells’ (LT-CICs) és poszttranszplant betegek sejtmintáinak 

vizsgálata nem csak nagy különbségeket (nagyságrendeket) tárt fel a p210 mRNS 

expressziójának mértékében, de nagyszámú nem expresszáló, néma (’silent’, ’dormant’) klónt 

is (66, 68, 69, 70, 99). E megállapitás a tirozin kináz inhibitor (TKI) terápiás korszakra is igaz 

(100, 101). Ezen adatok arra utalnak, hogy a Ph
+
 klón egy (változó) frakciója nem-

expresszáló. Napvilágot látott azonban ezzel ellentétes adat is: 5 CML-es beteg kolónia képző 

sejtjei valamint az LT-CIC 100%-ban Ph és bcr-abl mRNS pozitívak voltak (102).  

Konklúzió: 

1. Az irodalmi adatok nagy többsége szerint a CML-es betegekben egy labilis, Ph
+
, de 

nem expresszáló progenitor kompartment is létezik. Tanulmányunk szerint ez az 

állapot (’silencing’) az egész differenciálódó sejtvonalra kiterjedhet. 

2. Az irodalomban ilyen közlést – legalábbis az általunk alkalmazott molekuláris 

kritériumokat használva – nem ismerünk. 
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3. A nem-expresszáló Ph
+
 állapot tovább stratifikálhatja a CML típusú betegség 

többlépcsős pathogenesisét és komolyan figyelembe veendő a kvantitativ PCR 

monitorizálási eredmények értékelésénél. 

3.3.2.c.2. Ezt a tanulmányt két ok miatt végeztük. Egyrészt haematopathologusok számára 

a crista biopsiák lymphoid populációjának megítélése – reaktív vagy lymphomás – konstans 

probléma. Másrészt nem voltak az irodalomban a Myeloproliferativ Betegségek (MPB) 

valamint a B-sejtes ML ko-incidenciájára vonatkozó adatok. Egy publikáció szerint Ph- MPB-

ekben feltűnően magas a monoclonális T-sejt receptor génátrendeződés, morphologiailag / 

klinikailag lymphoma hiányában, melynek rossz prognosztikai szerepet tulajdonitottak (103). 

Ezért 106 kezeletlen MPB-ben szenvedő beteg crista biopsiás anyagának a morfológiai 

vizsgálata mellett IgH génátrendeződés irányú molekuláris analízist is végeztünk. Arra is 

választ vártunk, hogy a klonalitási vizsgálatokat befolyásolhatja-e az el nem kötelezett őssejt 

eredetű MPN-ákben a lymphoid populáció legalábbis egy részének klonális jellege. 

 A benignus lymphoid infiltrátum gyakori lelet csontvelőben és mennyiségük a 

nemmel, korral és esetleges autoimmun betegség fennálltával változik (104). A nagyméretű ( 

0.6 mm átmérőjű) és számos ( 4 db egy 1 cm-es crista biopsiában) aggregátum leírására 

javasolták a ’noduláris lymphoid hyperplasia’ – kevéssé elterjedt – elnevezést is (105). Bár 

bizonyos morfológiai sajátosságok – centrális lokalizáció, heterogén citológia és 

immunfenotipus, éles határok, finom retikulin hálózat, centrum germinativumok jelenléte – 

indolens B-ML-val szemben az infiltrátum inkább reaktív jellegére utalhatnak, a differenciál 

diagnosztikának önmagában morfológiai, abszolút kritériumai nincsenek. Ez a diagnosztikai 

probléma különösen felszínre kerül MPB -k esetén, ahol a szórványos interstitialis, foltos sőt 

noduláris lymphoid infiltrátumok sokkal gyakrabban fordulnak elő, mint reaktív állapotokban 

(84, 106). Az IgH génátrendeződés molekuláris vizsgálata a problémát megoldó eszköznek 

tűnhet, de a fals monoklonalitás jól dokumentált jelenség kis biopsiákban – mint 

gyomorbiopsiák, szövet fragmentumok, mikrodisszekált reaktív nyirokcsomók, sőt T-sejtes 

ML – valamint saját eredményeink szerint is (85, 86, 87, 107). A fals monoklonalitás oka 

lehet a B-klónok alacsony száma (vagy a B-sejtek aktuálisan alacsony száma vagy a 

topografikusan szegregált mikro-B-sejt klónok jelenléte), vagy amplifikációs előny 

(’preferential priming’) a konszenzus primereknek a különböző IgH génátrendeződések 

irányában fennálló eltérő affinitása miatt (108, 109). 

 Bár a 106 CMPB crista biopsia 32%-ában mutatkozott morfológiailag növekedett 

lymphoid kompartment, a 81 amplifikálható CDR III régióval biró csontvelőből csak 4 (5%) 

mutatott monoklonális IgH génátrendeződést a felállított kritériumok alapján. 
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Összehasonlítva, az indolens B-ML-s betegek csontvelőiben a morfológiai és molekuláris 

vizsgálat a pozitivitás megítélésében jó konkordanciát (68% vs 77%) mutatott. A négy 

csontvelői monoklonális IgH génátrendeződést mutató CMPB betegből 2-ben klinikailag is 

nyilvánvaló, specifikus szubtípusú lymphoma állt fenn. Az egyikben az együttesen fennálló és 

kezeletlen állapotban felismert CML és HCL között klonális kapcsolat is bizonyítható volt 

(90). A HCL-ban magas (8.7%) a szekunder malignomák aránya és ez interferon alfa-2b-vel 

kezelt betegekben még jelentősen, 19%-ra, megemelkedik (78, 79, 80). Ismereteink szerint 

HCL és Ph
+
 CML együttes előfordulását két esetben írták le, de ezekben a CML 12 illetve 48 

hónappal követte a már kezelt HCL kialakulását és a klonalis kapcsolatot egyik esetben sem 

vizsgálták (81, 82). Jelen esetünkön kívül csak egy beteget közöltek, akinél a  kezeletlen 

állapotban CML és HCL együttesen fentállt (83). A nem osztályozható MPB és CLL együttes 

fennállását mutató másik betegben a myeloid és a lymphoid leukaemiás sejtek a 

mikroszatellita LOH ugyanazon mintázatát mutatták, mely nem egyértelműen, de legalább 

50%-os valószínűséggel felveti a chronicus myeloproliferativ betegség és az indolens B-sejtes 

lymphoma klonális kapcsolatát. Az IgH CDR III régio PCR amlifikációja és a szekvencia 

analizis azért is előnyös, mert az utóbbi meghatározó prognosztikai infomációt hordoz (110). 

A maradék kettő, monoklonális csontvelői IgH génátrendeződést mutató esetben 

klinikopathologiailag lymphoma nem volt bizonyítható. Az egyik esetben (71.sz. nőbeteg), 

azonban, egy minor (0.64 %) perifériás B-sejt populáció volt kimutatható, mely a sIg 

könnyülánc restrikció valamint az IgH génátrendeződés szerint is monoklonálisnak bizonyult. 

Ennek klonális kapcsolatát az egyébként bizonyítottan monoklonális myeloid sejtekkel nem 

lehetett igazolni, mivel a HUMARA teszt nem elég szenzitív ahhoz, hogy ilyen kis 

populációk kimutathatók legyenek. A rövid követési idő alatt ezen lelet klinikai jelentőségére 

nem derült fény, de a több módszerrel valamint a csontvelőben és a periférián is igazolt 

monoklonális B-sejt populáció miatt jogosan feltételezhetjük egy lymphoma fejlődésének 

korai stádiumát. 

Összegezve: 1. MPB-ekben sokkal gyakrabban detektálható morfológiailag fokozott 

mennyiségű érett lymphoid populáció a csontvelőben, mint amilyen arányban monoklonális 

IgH génátrendeződés PCR-rel kimutatható; 2. A klonális B-sejt populáció (5%) illetve a 

klinikopathologiailag manifest B-ML (2.5%) sokkal gyakoribb CMPB-ben, mint az a 31 per 

100.000 lakos europai nem Hodgkin ML incidenciából következne (111); 3. Ez azt jelenti, 

hogy MPB-ekben, különösképpen a több fejlődésben levő formát inkorporáló nem 

osztályozható (NOS) csoportban, monoklonális B-sejt populáció kialakulására predispozició 

létezik; 4. Bár a monoklonális B-sejt populáció nem jelent lymphomát – melyet, pl., az -
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nehézlánc betegség, a Helicobacter pylori indukálta gastricus B-sejt proliferáció vagy a 

Sjögren betegség is mutat, melyekben a monoklonális, de nem lymphomás B-sejt növekedés a 

lymphomagenesis irányába mutató egy fejlődési fázist képvisel – jogosan feltételezhetjük, 

hogy abban a két esetünkben, ahol a csontvelői monoklonális B-sejt populáció ellenére 

klinikopathologiailag lymphoma nem volt igazolható, fejlődésben levő lymphomákról volt 

szó; 5. Mivel ebben a két esetben nem volt semmilyen, B-sejt abnormalitásra utaló alarmírozó 

morfológiai jel, nem állíthatjuk azt, hogy morfológiailag felismerhető lenne egy pre-klinikai 

lymphoma állapot MPB-ben; 6. A flow citometriás és a szomatikus mutáció (SM) analízis 

adatok szerint a perifériás, naiv – prefolliculáris valamint a postfolliculáris B-sejtekből 

egyaránt kialakulhat B-ML MPB-ben, mely az egyes MPB-ekben előforduló precursor B-sejt 

eredetű blastos crisis-től (BC) eltérő pathogenesisre (lymphomagenesisre) utal, továbbá a SM 

vizsgálat prediktív korai pre-B BC illetve fejlődésben levő lymphoma differenciálásában, 

mint azt a 71.sz. beteg is mutatja; 7. A MPB-ben észlelhető magasabb monoklonális B-sejt 

incidencia nem magyarázható azzal, hogy MPN-ben a B-sejtek egy része klonális – melyet 

legjobban az mutat, hogy CML-ben az érett B-sejtek 29–69%-a a neoplastikus el nem 

kötelezett őssejt (UCSC) populációhoz tartozik, (112) – mert az IgH génátrendeződés a 

haemopoetikus hierarchia egy magasabb szintjén történik, mint ahol az UCSC kompartment 

klonális expanziója végbemegy. Ezért, egy klonális márker akvirálása az UCSC szintjén nem 

jelent a különböző lymphoid progenitorokban identikus IgH génátrendeződést. Ha ez lenne az 

eset, akkor – figyelembe véve az IgH PCR teszt kb 1%-os érzékenységét – MPN-ákben 

sokkal nagyobb arányban (lsd fent) lehetne monoklonális IgH átrendeződést kimutatni; 8. Ez 

azonban azt jelenti, hogy a MPN-hoz klonálisan kapcsolódó B-sejtek a többlépcsős 

cancerogenesis első fokára már felléptek, és – szemben a normál B-sejtekkel – kevesebb 

addicionális aberráció szükséges ahhoz, hogy preklinikai vagy manifeszt lymphoma alakuljon 

ki. A MPB lymphoid vonal irányú progresszióját a CML-BC-ek 20–30%-át adó precursor B-

sejt eredetű Ph
+
 LBC példázza. A fentiekben egy másik jellegű lymphoid progressziót irtunk 

le MPB-ekben, mely nem ismert, de az előzőtől biztosan eltérő pathogenesisű folyamat.  
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3.3.3. A chronicus myeloid leukaemia molekuláris monitorizálása 

3.3.3.a. Bevezetés 

A chronicus myeloid leukaemia (CML) a leggyakoribb chronicus myeloproliferatív 

betegség (CMB), incidenciája 1-1.5/100 000 lakos/év körül mozog hazai és nemzetközi 

adatok szerint (33, 113, 114, 115). A CML nem csak klinikai, laboratóriumi illetve patologiai, 

hanem genetikai értelemben is jól definiált betegség.  E betegségre jellemző, patognómikus 

molekuláris eltérés a humán daganatokban elsőként leírt Philadelphia (Ph) kromoszóma, mely 

a 9-es és a 22 kromoszóma között létrejövő kiegyensúlyozott transzlokáció eredményeként 

alakul ki és konvencionális cytogenetikával jól azonosítható (116). Molekuláris szinten a 9-es 

kromoszómán lévő abl gén a 22-es kromoszóma bcr génje mellé kerül és génfúzió 

eredményeképpen bcr-abl kiméra gén keletkezik (117, 118). A törés a 22-es kromoszóma 5.8 

kb nagyságú M-bcr – a b2 és b3 vagy a b3 és b4 exonok közötti intron – régióban, míg a 9-es 

kromoszómán az abl 2-es exon előtti 200 kb hosszúságú régióban következik be (119, 120) 

(3.3.3.1. sz.ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3.3.3.1. sz. ábra A Philadelphia transzlokáció során a bcr és az abl génben érintett töréspont 

régió valamint a b2a2 és a b3a2 típusú M-bcr transzlokáció sémás ábrája (121). 

Ennek megfelelően a transzlokáció vagy b2/a2 vagy b3/a2 típusú. Ha az M-bcr régióban a 

törés a b3-b4 exonok között következik be, ugyanazon betegben b3/a2 és b2/a2 típusú kiméra 

mRNS is képződhet, mivel a b3 exon alternatív mRNS érés révén kieshet. Más típusú, 

citogenetikailag Ph kromoszóma formájában megnyilvánuló törés is előfordul (m-bcr, -bcr) 

(4). A fúziós génről 8.2 kb nagyságú kiméra bcr-abl mRNS íródik le, melynek protein 
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terméke 210 kD-os és a normális abl proteinhez képest fokozott tyrozin kináz aktivitással bír 

(122, 123).  

A CML típusú betegség fenotípus kiváltója és fenntartója a bcr-abl gén expresszió, mely 

széles tartományban mozoghat (124, 125, 126, 127). Ennek egyik véglete a nem expresszáló, 

néma (‘silent’, ‘dormant’) Ph kromoszóma, mely nem csupán egyes haemopoetikus kolóniák, 

hanem speciális esetekben a teljes haemopoesis szintjén is létezhet (128, 129, 130, 131, 132, 

133). A tumortömeget – illetve fordítva – a reziduális haemopoesist viszont a Ph 

kromoszómát illetve bcr/abl átrendeződést hordozó – illetve erre negatív – sejtek teljes 

haemopoesisen belüli aránya képviseli. A bcr-abl expresszió vs tumortömeg vs betegség 

reprezentáció kérdéskör a legújabb tirozin kináz inhibitor (TKI)  terápiás korszakban sem 

jutott nyugvópontra (101). Molekuláris remisszióban levő CML-es betegekben ma sem ismert 

az exakt betegség állapot, igy a TKI-ok hosszútávú túlélésre gyakorolt hatása, mivel a 

legérzékenyebb kvantitativ reverz transzkripciós PCR sem képes azonositani a relabáló 

betegeket (100). Ezért a még az -interferon (-IFN) terápiás érában végzett 

tanulmányunknak is van impaktja a jelen adatok tükrében is.  

A kezelés hatékonyságának molekuláris monitorizálásában tehát a tumortömeg 

nagyságát valamint a bcr-abl kiméra gén expresszióját szükséges vizsgálni. Az előbbi 

meghatározásához (-IFN terápiás éra) vizsgáltuk a bcr-abl átrendeződést (Ph-kromoszóma) 

hordozó sejtek arányát fluorescens in situ hibridizációval a perifériás vérsejtek interfázis 

magjain (iFISH), az utóbbi meghatározásához pedig kvantitatív, kompetitív reverz 

transzkripciós polimeráz láncreakciót (Q-RT-PCR) dolgoztunk ki (121, 134). A 68 beteg 

összesen 155 vérmintáin végzett vizsgálataink során arra kerestünk választ, hogy a két 

biológiai paraméter milyen tartományt képvisel, mutat-e korrelációt kezeletlen betegekben és 

milyen változást mutat kezelés hatására, mivel a tanulmány lezárásig csak a Ph
+
 sejtek 

arányával jellemzett tumortömeget vették a therápiás válaszok követésében alapul. A hazai 

irodalomban ilyen jellegű molekuláris monitorizálásról (a tanulmány lezárásáig) nem 

számoltak be CML-ben, a néhány nemzetközi közlés eredménye pedig ellentmondásos volt 

(124, 125, 126, 135, 136). Emellett a TKI terápiás érát reprezentáló 197 beteg 1165 csontvelő 

illetve vér vizsgálati anyagán is vizsgáltuk a két paraméter összefüggéseit, az előbbit 

(tumortömeg) kariotipizálással és iFISH eljárással, az utóbbit (expresszió) valós idejű 

kvantitativ PCR (RQ-PCR) módszerrel (97). A monitorizálás során felmerülő igény kapcsán 

vizsgáltuk az iFISH jelek automatizált kiértékelésének lehetőségét is (137). 
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3.3.3.b. Eredmények 

Hatvannyolc bcr-abl átrendeződésre pozitiv CML-es beteg összesen 155 mintájában 

kvantitativan vizsgáltuk a bcr-abl expressziót (-INF éra). Egy követett beteg mintája 

kivételével (aki azonban a betegség kezdetén pozitív volt) minden mintában detektálható volt 

a bcr-abl kimera mRNS. Csak olyan betegeket vontunk be a tanulmányba, akik vagy b3a2 

vagy b2a2 típusú expressziót mutattak, akik mindkettőt, azokat kizártuk a vizsgálatból. Csak 

egy beteg esetében észleltük a fenti expressziós minta változását a követés során: betegsége a 

diagnoziskor b3a2 típusú expressziót mutatott, mely azonban a későbbiek folyamán kevert 

expresszióba fordult, ezért a feldolgozásból kizártuk. A 68 betegből 33 (48.5%) expresszálta a 

b2a2, míg 35 (51.5%) a b3a2 típusú transzkriptumot. Nem volt érdemi különbség a két 

expresszió tipusnak a különböző citogenetikai válasz csoportokban történő megoszlásában, 

eltekintve a komplett citogenetikai válasz kategóriától, ahol a b2a2 expresszió 5x gyakoribb 

volt, mint a b3a2 típusú (10 vs 2 beteg). 

iFISH vizsgálat és eredmény mind a 155 mintából rendelkezésre állt. Az 51 kezeletlen beteg 

perifériás vérsejtjeinek (PV) átlagosan 76%  11%-a bizonyult Ph
+
-nak. A dupla Ph 

kromoszómát tartalmazó sejteket nem vettük súlyozottan figyelembe. A követéses minták 

megoszlása a különböző citogenetikai válasz csoportokban (iFISH-PV) a következő volt: 

komplett (n=12), major (n=29), minor (n=36), nincs válasz (n=27).  

A Q-PCR teszttel a legalacsonyabb detektálható bcr-abl mennyiség 0.01 fM volt, az összes 

mintát figyelembe véve a bcr-abl mennyisége 0.01-1000 fM, míg a bcr-abl transzkriptum 

szám/g RNS 16 és 1 000 000 (átlag: 38 200) között változott. A Q-PCR-rel detektálható 

legkisebb abl mennyiség 3 fM volt, az összes minta alapján az abl mennyisége 10 – 1000 fM, 

míg az abl transzkriptum/g RNS 1 260 és 3 990 000 (átlag: 317 000) között változott. Egy 

minta kivételével mindegyikben detektálható és kvantálható volt a bcr-abl expresszió. Ezt a 

követéses mintát valódi PCR negatívnak fogadtuk el – az érzékenységi határt figyelembe 

véve, – mivel az abl jól amplifikálható volt. Az abl transzkriptum számot belső standardként 

határoztuk meg és a bcr –abl expressziót a bcr-abl vs abl transzkriptum szám arány/g RNS-

ben is kifejeztük. Kettő szeparált RT reakció helyett a bcr-abl valamint az abl Q-PCR 

reakciókhoz szükséges cDNS-t egy és ugyanazon RT reakcióban állítottuk elő, mely a bcr-

abl/abl arány kalkuláció hibáját 150%-ról 20%-ra csökkentette. A bcr-abl/abl arány 0.01% és 

100 % között változott.  
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3.3.3.1. Táblázat Abszolút számban valamint bcr-abl / abl arányban kifejezett bcr-abl 

transzkripció a különböző citogenetikai válasz csoportokban (iFISH perfériás vér) valamint 

kezeletlen CML-es betegekben (121).  

 

Citogenetikai 
válasz 

Betegek 

száma 
transcript/g RNS Bcr-abl/abl arány (%) 

komplett        (0%) 12 20-1590 (431; 508)* 0.025-1.26 (0.28; 0.34)* 
Major            (1-33%) 29 20-7960 (1150; 1560) 0.050-6.31 (1.18; 1.59) 
minor            (34-66%) 36 16-126000(11500; 25000) 0.010-31.6 (5.28; 8.24) 
Nincs válasz (>66%) 27 16-252000 (20000; 51800) 0.016-63.1 (6.75; 13.5) 
Kezeletlen beteg 51 40-1000000 (96500; 201000) 0.079-100 (20.0; 37.8) 

      * Az átlag és a standard deviáció zárójelben. 

 

Bcr-abl transzkriptum szám az egyes citogenetikai válasz csoportokban széles tartományban 

változott, de egy csökkenő tendencia, nevezetesen 5, 4 majd 2 nagyságrend különbség volt 

azonosítható a minimum és maximum értékek között a kezeletlen betegek, majd a nem 

válaszoló illetve minor válasz végül a major illetve a komplett válasz csoportban (3.3.3.1. 

táblázat). Az összes mintában összehasonlítva a Ph
+
 vérsejtek arányát a bcr–abl transzkriptum 

számmal vagy a bcr-abl/abl aránnyal egyaránt gyenge korrelációt észleltünk (r = .30 és r = 

.31). Egyedi betegek szintjén vizsgálva a két paramétert megállapítható volt, hogy az 

optimális, azaz mindkét érték folyamatos (és jelentős) csökkenése csak a betegek egy 

hányadában volt megfigyelhető. Nagyrészt minden egyéb kombináció előfordult, például, 

nem csökkenő tumortömeg mellett (citogenetikai válasz hiánya) szignifikánsan csökkenő 

(zuhanó) bcr-abl expresszió  vagy ennek fordítottja. 

A kezeletlen betegek bcr-abl expresszióját összehanlítva a különböző citogenetikai válasz 

csoportokban észleltekkel megállapítható volt, hogy ez a nem válaszoló és a minor válasz 

csoporttól szignifikánsan nem (p  0.01), csak a major és a komplett citogenetikai választ 

adók értékeitől különbözött szignifikánsan (p  0.001) (3.3.3.2. ábra). Továbbá, citogenetikai 

válasz csoportokon belül az egyetlen szignifikáns különbség a bcr-abl expresszióban a minor 

és a major válaszolók között volt (p  0.01), míg ilyen a nem válaszolók és a minor csoport 

illetve a major és a komplett citogenetikai választ adók között nem volt regisztrálható. 

 A TKI korszakban – a nemzetközileg bevezetett citogenetikai és molekuláris válasz 

kategória definiciók miatt is – különös tekintettel vizsgáltuk a csontvelői kariotipizálás 

alapján meghatározott citogenetikai válasz tipusok valamint a csontvelői iFISH+ sejtarány 

összefüggéseit. Az eredmények szoros korrelációt mutattak (r = 0.96, n = 94). 
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3.3.3.2. ábra A bcr-abl/abl arányban kifejezett bcr-abl expressziós értékek megoszlása 

valamint ezek átlagai az egyes citogenetikai válasz csoportokban. Ebben a paraméterben csak 

a major és a komplett citogenetikai választ adók különböztek szignifikánsan (p  0.001) a 

kezeletlen betegektől valamint a többi, -IFN kezelt betegtől (nincs válasz vagy minor 

citogenetikai válasz csoport) (134).  

Megállapitottuk, hogy 15 %-os iFISH határértéket meghatározva az iFISH 96,8 % pozitiv és 

93,8 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai válasz (Ph+ metafázis arány 0-35 

%) meghatározására (konkordancia: 96.8 %). Ugyancsak szoros korreláció mutatkozott a 

kariotipizálási citogenetikai válasz és a perifériás vérsejtek iFISH pozitivitása között (r = 0.90, 

n = 177). A periférián 15 %-os határértéket megállapitva az iFISH 96.3 % pozitiv, és 97,9 % 

negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai választ meghatározni (konkordancia: 

97,2 %) (3.3.3.3. ábra). 

 Az automatizált iFISH vizsgálatok során a DAPI+ magok felismerési 

kritériumrendszere alapján a sejtmag felismerés szenzitivitása 88.7 %-nak bizonyult.  A 

morfometriai paraméterek alapján nyert szkettergram segitségével az egyedi sejtek 99.9 %-os 

tisztasággal voltak a további analizishez kikapuzhatóak (3.3.3.4. ábra). 

Az iFISH szignal detektálás során a piros szignálszám korrekten került felismerésre a 

magok 84.9 %-ában, míg a zöld szignálszám 80.9 %-ban, tehát mindkét szinben a 

szignálszám korrekten került felismerésre a sejtmagok 68.7 %-ában. A korrekt felismerés 

legfőbb akadályai a következők voltak: hasadt szignál, , random kolokalizáció, nagy háttér 
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3.3.3.3. ábra A kariotipizálás illetve perifériás vérmintán elvégzett iFISH eredményeinek 

összevetése (97). 

fluoreszcencia, egy magban az iFISH jelek közötti nagy intenzitás különbség valamint 

autofluoreszcens artefaktok.  

Az iFISH szignál távolság mérések során meghatároztuk a különböző szinű szignálok 

közötti legrövidebb távolság eloszlást 100 %-ban Ph negativ  illetve pozitiv minták 

sejtmagjain, majd a legrövidebb távolság vágási pontot 0 – 10 pixel között változtatva 

meghatároztuk a helyesen pozitivnak illetve negativnak felismert magok %-os arányát, azaz a 

rendszer szenzitivitását valamint specificitását (3.3.3.5. A-C ábra). A legjobb transzlokációs 

mintázat felismerés és igy a legjobb állapot (Ph+ ill. Ph-) besorolás 5 pixel-nél (0.84 m) 

adódott. 
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3.3.3.4. ábra A DAPI+ sejtmagok kontur área és excentricitás paraméterei alapján nyert 

szkettergram. Szaggatott vonal: izolált, nem átfedő sejtek, folytonos vonal: átfedő vagy 

összetapadó sejtek. Az excentricitást az objektumra helyezett virtuális ellipszis hosszabb (A) 

és rövidebb (B) átlója alapján, a következő képlet szerint számolta a rendszer: 
A

B
1 (137). 

 A fals pozitiv arány (FPR) és a fals negativ arány (FNR) a manuális illetve az 

automatizált értékelésnél 5.8% (1.5%) és 2.7% (7.3%) illetve 7.0% (2.7%) és 5.5% 

(8.0%) értékeknek bizonyult. A kétfajta értékelés eredményei erős, lineáris korrelációt 

mutattak (R
2
 = 0.985). Manuálisan minden esetben 200 sejt került kiértékelésre, ez a szám az 

automatizált vizsgálatnál átlagosan 1,177 (380 - 3,520) volt. Manuális értékeléssel az egyes 

minták átlagaitól való eltérés tartománya kb 4-szerese (8.3% vs 32.2%) volt az automatizált 

értékelésnél nyertnek. Ez a tartomány az interobserver variabilitást reprezentálja.        

3.3.3.c. Diszkusszió 

A tanulmányban CML-ben szenvedő 51 kezeletlen és 104 IFN- kezelt beteg 

követéses vérmintáit vizsgáltuk bcr-abl expresszióra és a tumortömeg mennyiségére annak 

érdekében, hogy a két paraméter kapcsolatát a betegség monitorizálása szempontjából 

feltárjuk. Az első céljára kompetetiv, kvantitativ RT-PCR-rel határoztuk meg a bcr-abl/abl 

arányt. A felhasznált kvantitativ PCR más volt, mint amit e célra eredetileg alkalmaztak, de az 

alap principium attól nem különbözött (138). A tumortömeget a bcr-abl átrendeződésre 

pozitív perifériás vérsejtek százalékos arányával jellemeztük. Erre iFISH-t alkalmaztunk 

konvencionális citogenetikai analízis (CCA) helyett, mivel az elsőnél a mintavételi hiba 

kisebb, a sejttenyésztés során előforduló klonális szelekcióval nem kell számolni és a 

molekuláris átrendeződéseket is kimutatja (139, 140, 141). CML-ben a iFISH valamint a CCA 

eredményei között jó korrelációt írtak le, mely szerint a tumortömeg jellemzésére mindkét  
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3.3.3.5. ábra. A legrövidebb szignál távolság eloszlása pozitiv (A) illetve negativ (B) 

mintákban, 1 pixel = 0.168. C: a legrövidebb jeltávolság vágási pont alapján diszkriminált 

pozitiv sejtek %-os aránya (Y tengely) pozitiv illetve negativ sejtekben. A helytelen besorolás 

aránya (error) összességében 5 pixel-nél (0.84 m) volt a legalacsonyabb, 12.5 % (137). 
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3.3.3.2. Táblázat. A manuális és az automatizált jelfelismerés összehasonlitása (l. 2.3.3.a. 

pont) (137) 

 Manuális eredmények (%) Automatizált eredmények (%) 

 A B C Átlag A B C Átlag 

N-1 6.3. 3.6 7.9 5.9 9.0 6.5 8.0 7.8 

N-2 7.3 3.5 8.0 6.3 6.0 9.0 7.0 7.3 

N-3 3.8 3.8 8.4 5.3 3.5 5.5 5.5 4.8 

P-1 66.5 50.0 49.0 55.2 47.5 54.0 55.5 52.3 

P-2 96.1 94.2 91.9 94.1 95.5 91.5 89.5 92.2 

P-3 89.2 84.8 93.2 89.1 82.0 84.0 84.5 83.5 

 

SD-1 94.6 98.0 99.3 97.3 - - - 95.6 

CML1-18 …….. ......... ……… ……… ……… …….. …….. ……… 

dev.átlagtól 

átlag 

tartomány 

        

1.5 1.9 -1.2  0.2 -0.1 -0.1  

20.7 11.4 22.9  8.3 6.0 8.2  

 

technika megfelelő (142, 143). Azonban a két technikával vizsgált célpopuláció csak 

részleges átfedést mutat, ezért az aktuális számok eltérőek lehetnek (144, 145, 146, 147). A 

monitorizálás vérsejt mintákon történt, mivel ez a legegyszerűbb és leggyakoribb módszer és 

a csontvelő és a vér citogenetikai eredményei között jó korreláció áll fenn CML-ben (148) 

A két paraméter együttes követése fontos lehet CML monitorizálásában, mivel a bcr-abl 

kiméra termék interakcióba lép a p145 őssejt faktor receptorral (SCF-R) és a negatív 

növekedési stimulust dózis függő módon megszünteti (149, 150). Igy, a bcr-abl expresszió 

mérése a betegség malignus potenciáljának kvantitálását jelenti. Másrészt a tumortömeg 

ismerete a betegség kezdetén illetve ennek változása kezelés hatására minden daganat kezelési 

stratégia kulcsfontosságú eleme. A bcr-abl kvantitálása a iFISH átlagosan 5-100 % közötti 

mérési tartományát nagyságrendekkel növeli, s bár a 10
-6

 szintű minimális reziduális betegség 

szerepe a klinikai döntéshozatalban vita tárgyát képezi, egy rákos sejtburjánzást előidéző 

aberráns molekula koncentrációjának 5 nagyságrendnyi skálán történő változását figyelmen 

kívül sem célszerű hagyni (135). 

A tanulmány befejezéséig 5, IFN- kezelt CML-es beteg monitorizálásában 

kvantitativ PCR-t és citogenetikát felhasználó publikációt ismerünk. Négyben CCA-t, egyben 

CCA-t és iFISH-t egyaránt alkalmaztak. Ezekből kettőben az expressziót csak komplett 

citogenetikai választ mutató CML-es betegekben vizsgálták (151, 152). A tanulmányunkban 
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észlelt, ugyanilyen citogenetikai válaszcsoportba tartozó betegek expressziójának alsó 

határértékei nagyon hasonlóak voltak a közölt eredményekhez, de mi csak 2 nagyságrendnyi 

különbségeket észleltünk – szemben a közölt 4 nagyságrenddel – ebben a csoportban. Egy 

harmadik tanulmányban a bcr-abl expresszió szintjét statisztikailag nem korreláltatták a 

különböző citogenetikai válasz csoportokban, de az individuális betegek szintjén az esetek 

többségében nem találtak korrelációt a citogenetikai válasz és a Q-PCR adatok között (153). 

A maradék két tanulmányban a citogenetikai csoportokat Kantarjian et al (1995) nyomán a 

csontvelői metafázis valamint interfázis adatok alapján állították fel, mely eltér attól, amit mi 

a tanulmányunkban használtunk (143, 146, 154). Egy iFISH tanulmányban, ahol a kezeletlen 

betegek átlagos Ph
+
 vérsejtjeinek aránya 76%  11%, a nem válaszolók illetve a minor választ 

mutatók közötti 94%-os Ph
+
 sejtarány határ felállítása nem valósítható meg. Miután 

kezeletlen betegeinkben a Ph
+
 vérsejtek aránya a felső harmadban mozgott, tanulmányunkban 

a minor és a major citogenetikai választ úgy határoztuk meg, hogy ez az érték a középső 

illetve az alsó harmadban legyen. Emiatt adatainkat csak ezen különbségeket figyelembe véve 

lehet összehasonlítani a hivatkozott két munkával, melyben azt találták, hogy a bcr-abl 

expresszióban szignifikáns különbség volt az egyes citogenetikai válasz csoportok között, 

kivéve a kezeletlen betegek és a nem válaszolók között (egyik tanulmányban) valamint a 

parciális válasz ( 35 % Ph
+
 metafázis) és a komplett citogenetikai válasz csoport között 

(másik tanulmány). Tanulmányunkban a nem és a minor válaszolók nem, csak a major és a 

komplett válaszolók bcr-abl expresszió szintjei különböztek szignifikánsan a kezeletlen 

betegekéitől. Továbbá, a komplett és a major válaszolók szignifikánsan különböztek a bcr-abl 

/abl arányban a minor és nem válaszoló csoporttól, de egyik sem különbözött ebben a 

paraméterben az első illetve a második kategóriában egymástól. Ez azt jelenti, hogy a bcr-abl 

expresszió, tehát a malignus fenotipus szignifikáns változása szempontjából a perifériás 

vérsejtekben iFISH-sel meghatározott reziduális tumortömeg csak két kategóriában prediktiv: 

33%-nál kevesebb vagy több Ph
+
 sejt marad a kezelés hatására (major citogenetikai válasz 

vagy annak hiánya). Ezen megfigyelésünk összhangban lehet azon közléssel, hogy csak azon 

-IFN kezelt CML-es betegek mutatnak szignifikánsan hosszabb túlélést, akikben legalább 

major citogenetikai válasz alakult ki (154). A Ph
+ 

perifériás vérsejtarány (tumortömeg) 

valamint a bcr-abl expresszió szintje között összességében – kezeletlen és kezelt betegben is – 

gyenge korrelációt találtunk, mellyel egyező és ellentétes közlések is vannak (143, 146, 153). 

A korreláció hiánya azonban nem meglepő, hiszen a bcr-abl expressziójában megnyilvánuló 

nagyságrendnyi különbségek, ennek pozitív korrelációja a myeloid differenciálódással 
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valamint a nem-expresszáló, néma (’silent’) állapot jól dokumentáltak (100, 155, 156, 157, 

158, 159, 160). A két paraméter nagyrészt independes változását betegeink is jól 

demonstrálták, ahol is a két paraméter korrelált változása mellett minden egyéb variáció is 

előfordult.  

 A tirozin kináz inhibitor korszakban végzett vizsgálataink még tovább pontositották az 

iFISH eljárással meghatározott bcr-abl+ perifériás tumortömeg arányának prediktiv szerepét. 

15 % alatti perifériás Ph+ arány 96.3 %-os illetve 97.9 %-os pozitiv illetve negativ értékkel 

prediktiv major citogenetikai válaszra nézve. A perifériás iFISH Ph+ sejtarány meghatározása 

felértékelődött. A CML legújabb (2014)  ’..diagnosis, monitoring and management ’ 

összefoglalója szerint, a 6. és 12 hónapos negativ perifériás (!) iFISH eredmény stabil 

komplett citogenetikai választ (CyCR) jelez (101). Ugyanezen állásfoglalás szerint a RQ-PCR 

szerinti bcr-abl expresszió, a major molekuláris válasz (MMR; bcr-abl kópiaszám  a 

nemzetközi skála /IS/ szerinti kezeletlen szint  10
-3

 része) jelentősége vitatott, mivel CCyR 

esetén a MMR-t adó illetve nem mutató betegek túlélési adatai nem különböznek egymástól. 

Ez azt jelenti, hogy CCyR-t produkáló betegeknél a legmegbizhatóbb ( és legegyszerübb) 

monitorizálás a perifériás Ph+ iFISH meghatározás. Ehhez elsőként irtuk le komplett 

morfometriai paraméterekkel, részletes statisztikai vizsgálattal valamint vetettük össze 

manuális meghatározással az automatizált mikroszkópos, 3D jelmintázat felismerésen alapuló 

Ph+ sejt meghatározást.     

Következtetéseink: 

1. A bcr-abl expresszió és a perifériás tumortömeg nem korrelál egymással kezeletlen 

betegekben és nagyrész egymástól függetlenül változik -IFN kezelt CML-es 

betegekben. 

2. Kevesebb, mint 33%-os perifériás reziduális tumortömegnek (major perifériás vér 

iFISH citogenetikai válasz) van csak a szignifikáns bcr-abl expresszió csökkenés 

elérése szempontjából prediktív ereje.  

3.  Tirozin kináz inhibitorral kezelt CML-es betegekben az iFISH-sel kevesebb, mint 

15% Ph+ perifériás vérsejt  96.3 % illetve 97.9 % pozitiv és negativ prediktiv értékkel 

jelzi a major citogenetikai választ (MCyR).  Ez is jelzi a perifériás vér iFISH 

vizsgálatának  jelentőségét a Ph+ CML monitorizálásában. 

4.  Ehhez a manuális iFISH értékelésnél akár 1 nagyságrenddel nagyobb sejtmennyiség 

vizsgálatára képes, a jelentős interobserver variabilitást elkerülő,  alacsony Ph+ 

sejtarány mellett is megbizhatóan értékelő automatizált iFISH értékelő mikroszkópos 

eljárást dolgoztunk ki, elsőként.
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3.4. Epstein-Barr vírus (EBV) pozitiv B-sejtek klonális evolúciója T-sejtes 

lymphomákban 

3.4. a. Bevezetés  

Hodgkin és Reed-Sternberg tipusú, egy és többmagvú óriássejtek reaktív és daganatos 

körülmények között is előfordulhatnak. Az első gyakorlatilag kizárólag mononucleosis 

infectiosában lehetséges, míg az utóbbira számtalan példa van. Tumoros, HRS típusú vagy 

szerű sejtek létezhetnek anaplasiás carcinomától diffúz nagy B-sejtes lymphomán (DLBCL), 

T-sejt gazdag B-sejtes lymphomán (TCR-BCL), anaplasiás nagy sejtes lymphomán (ALCL) 

vagy perifériás T-sejtes lymphomán (PTCL) keresztül – nyilvánvalóan – klasszikus Hodgkin 

lymphomáig (cHL) terjedő spektrumú daganatokban. Morfológiai differenciál diagnosztikai 

probléma kevéssé merül fel, ha a HRS sejtek éretlen, agresszív típusú lymphoma sejtek között 

fordulnak elő, de akkor igen, ha a szórványos HRS sejtek egy kevertsejtes vagy monoton, de 

mindenképpen differenciáltnak tűnő háttérben helyezkednek el. 

A PTCL nem csak morfológiai, de immunfenotipusban is átfedést mutathat cHL-val, 

mivel a PTCL-ben előfordulhatnak CD30–CD15 és T-sejt marker pozitiv HRS típusú sejtek 

egy eosinophileket, lymphocytákat, histiocytákat és plasmasejteket felvonultató kevertsejtes 

háttérben (1). Ezt az entitást a közelmúltban CD30
+
 és CD15

+
 HRS-szerű sejteket tartalmazó 

PTCL-ként közölték, mely valószínűleg legalább egy részét képezi – de lehet, hogy a létét is 

megkérdőjelezi – a nagyon ritka T-sejt eredetű cHL-ként leírt elváltozásoknak (2, 3). A PTCL 

és a cHL közötti differenciálást tovább komplikálja az 1999-ben  leírt, a cHL-t utánzó, PTCL 

ritka variánsaként közölt 3 eset (4). Ezek a PTCL típusú daganatok konstansan Epstein-Barr 

vírus (EBV)
+
 és CD30

+
, T-sejt marker negatív HRS típusú sejteket tartalmaznak, melyek 

CD15 és B-sejt marker expressziója változó, pozitívak és negatívak is lehetnek. Ezen HRS 

sejtek ’egy-sejt’ molekuláris analízise B-sejtes genotipust, de a monoklonalitás hiányát találta. 

Az eredményeket úgy interpretálták, hogy ez a komponense a PTCL-nek nem neoplastikus és 

a PTCL asszociált immunszuppresszió következtében EBV hatására bekövetkező reaktív, 

poliklonális – oligoklonális B-sejt propagációnak felel meg. A PTCL patomorfológiát 

azonban nagyon komplexé teszi az EBV+ elszórt, immunoblast jellegű sejtek vagy az EBV+ 

éretlen B-sejtekből felépülő homogén sejtlemezek jelenléte. Ezen körülmények a PTCL vs T-

sejt gazdag B-sejtes lymphoma valamint a kompozit PTCL és cHL illetve DLBCL 

differenciálását  illetve diagnosztikáját jelentősen megnehezítik (5, 6, 7, 8, 9,  10). 

Jelen tanulmányban három, szórványos, EBV
+
 HRS sejteket tartalmazó PTCL esetét 

írjuk le (betegtörténet: lsd.
 
2.4.a.1.-3. pont). Egy esetben a HRS-szerű sejtek aktivált B-sejt 
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fenotipust és poliklonális immunglobulin nehézlánz (IgH) génátrendeződést mutattak. A 

másik kettő esetben, azonban, az izolált HRS sejtekben monoklonális IgH génátrendeződés és 

a cHL HRS sejtjeivel megegyező fenotipus volt bizonyítható. Ennek alapján azt a konklúziót 

vontuk le, hogy a PTCL által előidézett immunszupresszióban EBV infekció/reaktiváció 

hatására atipusos, morfológiailag, geno- és fenotipusban a cHL HRS sejtjeitől 

megkülönböztethetetlen óriássejtek alakulhatnak ki. 

Ezen rendkivűl egyedi konstelláció és a tisztázatlan patogenezis miatt archivált 365 

PTCL anyagát vizsgáltuk meg EBV pozitivitás és nem T-sejtes proliferátum szempontjából. 

Az utóbbi gyakoriságát, a növekedési mintázata jellegét, a fenotipusát és az immunglobulin 

nehézlánc gén (IgH) állapotát kivántuk megállapitani. 

3.4.b. Eredmények 

3.4.b.1. Patohisztológiai leletek Mindhárom nyirokcsomóban az alapszerkezet 

elmosott volt és a szöveti képet szabálytalan magvú, kis–középnagy sejtekből felépülő 

infiltrátum uralta. Gondos vizsgálat alapján az infiltráló sejtek citologiai atipia jeleket 

mutattak az 1.sz. esetben, míg az atipia sokkal nyilvánvalóbb volt a másik két esetben. A 

reaktív celluláris háttér plasmasejtekből, epithelioid sejt irányú transzformációt nem mutató 

histiocyták kis csoportjaiból, nagyszámú (1.sz. eset) vagy kevés (3.sz. eset) eosinophil sejtből 

valamint kifejezett, arborizáló magas endothelű venula (HEV) hálózatból állt. ‘Kiégett’, 

atrophias centrum germinativumok egyik laesioban sem fordultak elő. Mindhárom 

elváltozásban és az infiltrátumok teljes területén szórványos mono- és multinuclearis 

óriássejtek voltak megfigyelhetők. Az 1. és a 3.sz. esetben a nagy sejtek HRS sejtekre 

emlékeztető vesiculáris magchromatinnal és inclusio-szerű, óriás nucleolussal rendelkeztek, 

míg a 2. sz. esetben a nagy sejtek inkább mononuclearis, nagyrészt immunblast illetve 

centroblast jellegű sejteknek feleltek meg és az inclusio jellegű nucleolus csak kevéssé 

jellemezte őket (3.4.1.a.-c. ábra). Megemlítendő, hogy az 1. sz. betegből a terápia 

sikertelenség miatt vett második, majd harmadik nyirokcsomó és bőrbiopsia mindenben a 

fenti szövettani leírásnak megfelelő elváltozást mutatott, de óriássejtek már egyáltalán nem 

fordultak elő benne. 
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3.4.1. ábra A három PTCL-ban észlelt morfológiai, immunhistologiai és in situ hibridizációs 

leletek. A kis – közepes nagyságú, atypusos sejtekből (nyilak), kevert gyulladásos sejtelemből 

és szórványos, nagyméretű HRS-szerű sejtekből (nyílhegyek) felépülő PTCL morphologiai 

spektruma az 1. sz. (a), a 2. sz. (b) valamint a 3. sz. (c) betegben. A HRS–szerű sejtek egy 

része a 2. sz. esetben inkább immunoblast–centroblast jellegű mononuclearis elemnek felet 

meg. d-i az 1. sz. nyirokcsomót mutatja, az atypusos háttérsejtek homogénen pozitívak CD3 

(d) és CD4 (e) markerekre, de ezekre a HRS-szerű sejtek negatívak; nem csupán a HRS-szerű 

sejtek pozitívak proliferációs markerrel, de a kis- középnagy háttér T-sejtek is magas 

proliferációs frakciót mutatnak (f), a HRS-szerű sejtek CD45 negatívak (g), CD30 (h) és 

LMP-1 (i) pozitívak, a kis nagyítású kép (h) szemlélteti a szórványos CD30+ HRS-szerű 

sejtek denzitását. j-m 3. sz. beteg, a HRS-szerű sejtek erős nuclearis pozitivitást mutatnak 

OCT2 transzkripciós faktorra (j), de negatívak BOB1/OBF.1 transzkripciós ko-aktivátorral (k) 

valamint BCL-6 (l) és CD138 (m) markerekre (reaktív B-sejtek, plasmasejtek pozitív belső 

kontrolként szolgálnak mind a négy esetben); 
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3.4.1. ábra A három PTCL-ban észlelt morfológiai, immunhistologiai és in situ hibridizációs 

leletek. /folytatás/ 

n-p 1. sz. eset, a HRS-szerű sejtek erős nuclearis jelölődése mellett néhány, szórványos kis 

sejt (üres nyíl) is pozitív EBER in situ hibridizációval (n), sem kappa (o) sem lambda (p) 

könnyűlánc mRNS expressio nem mutatható ki a HRS-szerű sejtekben, de a reaktív 

plasmasejtek pozitívan jelölődnek. r pozitív nagy ( fehér nyílhegy) és negatív kis (fehér 

nyilak) magok a suspensioban elvégzett EBER-FISH reakcióval; s az EBER-FISH reakcióval 

jelölt magok flow citometriás fluoreszcens eloszlás görbéi, zöld vonal: reaktív nyirokcsomó, 

piros vonal: 1.sz. beteg, R1: szortírozó ablak. h 200 x, a többi kép esetében 400 x, HE 

hematoxylin-eosin, MG metilált Giemsa, PAS, perjódsav-Schiff reakció (11). 

3.4.2. ábra Az IgH gén FR 

III PCR amplifikációs 

termék gél elektroforézis 

képe. Mw molekulasúly 

standard, C+ és C- pozitív 

és negatív kontrol, 1, 2 és 

3B az 1.sz., 2.sz. és a 3. sz. 

beteg nyirokcsomóból flow 

szortírozott, EBER+ 

óriássejtekből nyert DNS-

nek felel meg, 3A 3.sz. 

beteg teljes szövet DNS 

extraktum. A ‘kenet’ típusú 

gélkép a 2. sz. beteg EBER+ 

óriássejtjeinek polyclonalis jellegére utal, míg ezen típusú sejtek az 1. sz. és a 3. sz. beteg 

esetében monoclonalis IgH génátrendeződést mutatnak. A 3. sz. beteg esetében a teljes 

szöveti DNS-ből valamint az EBER+ óriássejtekből izolált DNS-ből megegyező mólsúlyú 

amplifikátum volt nyerhető (11). 
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3.4.b.2. Immunhisztológiai leletek  A diffúzan infiltráló, kis – középnagy, atipusos 

sejtekből felépülő infiltrátum mindhárom esetben közepes – magas proliferációs rátát 

mutatott, negatív volt a vizsgált B-sejt markerekkel, míg legalább három T-sejt markerrel 

pozitívnak bizonyult, ezen belül az 1. sz. eset homogén helper fenotipust, míg a másik kettő 

cytotoxikus jelleget mutatott (3.4.1.d.-f. ábra). A diffúz infiltrátum immunfenotipusát 

összefoglalóan a 3.4.1. táblázat mutatja. 

3.4.1. táblázat A tömeges, kis – középnagy sejtes tumor immunhistologiai fenotipusa a három 

nyirokcsomóban (11). 

Betegek CD3 CD4 CD5 CD8 Granzyme-B TIA-1 CD45 CD45RO CD20 CD79a 

#1 + + + - - - + + - - 

#2 + n.a n.a + n.a + + + - - 

#3 + - + + + - + + - - 

    n.a: nincs adat 

 

Ezek a leletek a citológiai atipia valamint a reaktív komponens egyéb morfológiai 

jellegzetességei miatt a továbbiakban nem szubtipizálható PTCL-NOS (PTCL - nem 

osztályozható) fennálltára utaltak mindhárom esetben. A három nyirokcsomóban előforduló 

HRS-szerű sejtek immunfenotipus leleteit a 3.4.2. táblázat foglalja össze.  

3.4.2. táblázat A HRS-szerű sejtek immunhistologiai fenotipusa a három PTCL-ben (11). 

PTCL 
T/B-sejt 

markerek 
CD15 CD30 CD45 

ALK-

1 
LMP-1 EBNA-2 OCT2 OBF.1/BOB.1 

Bcl-

6 
CD138 

#1 - / - - + - - + - n.a. n.a. n.a. n.a. 

#2 - / + - + + - + --/+ n.a. n.a. n.a. n.a. 

#3 - / --+ --/+ + - - + - + - - - 
n.a.: nincs adat  

 

Az 1. és a 3. számú tumorban a HRS-szerű sejtek következetesen negatívak voltak az összes 

vizsgált T-sejt markerre valamint ALK-1, EBNA-2 és CD45 markerekre, de ugyancsak 

konzekvensen pozitívnak bizonyultak CD30-ra és EBV asszociált LMP-1-re (3.4.1.g.-i. ábra). 

Továbbá, részleges pozitivitás volt megfigyelhető a 3. esetben CD20/CD79a B-sejtes 

valamint CD15 markerekre. A B-sejt specifikus transzkripciós faktor, OCT2 és ko-aktivátor, 

OBF.1/BOB.1 valamint a BCL-6 és a CD138 expresszió csak a 3. esetben volt vizsgálható. 

Mindegyik HRS-szerű sejt pozitív volt OCT2-re és negatívnak bizonyult OBF.1/BOB.1, 

CD138 és BCL-6 markerekre (az utóbbival a nagy sejtek kb 5%-a gyenge nuclearis pozitivitás 

mutatott) (3.4.1.j.-m. ábra). A HRS-szerű sejtek a 2. esetben eltérő fenotipussal rendelkeztek: 

bár negatívak volt T-sejtes markerekre, ALK-1-re, CD15-re, de pozitívnak bizonyultak B-

sejtes valamint CD30, CD45, LMP-1 és - szórványosan – EBNA-2 markerekre. 
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 3.4.b.3. Molekuláris leletek  A teljes paraffinos szövet extraktumból elvégzett antigén 

receptor génátrendeződés vizsgálatok mindhárom tumor esetén sikeresen elvégezhetőek 

voltak. A T-sejt receptor gamma (TCR) génátrendeződés mindhárom esetben 

monoklonálisnak bizonyult, megerősítvén a morfológiai–immunhistologiai alapon felállított 

PTCL diagnózist. Az IgH génátrendőzés vizsgálat teljes szöveti DNS extraktumban 

poliklonalitást mutatott az 1. és a 2. számú tumorokban, de monoklonalitás volt kimutatható a 

3. sz. esetben. Mindhárom esetben el tudtuk végezni az EBV asszociált EBER FISH reakciót 

a paraffinos blokkokból extrahált magokon. A flow citometriás vizsgálat során a fluoreszcens 

intenzitás alapján elkülöníthető EBER
+
 valamint EBER

-
 magokat reprezentáló fuoreszcens 

eloszlás görbék átfedő részeinek analízise az EBER
+
 frakció átlagosan 82 %-os tisztaságát 

mutatta (3.4.1.r.-s. ábra). A flow szortírozott, EBER
+ 

magokból extrahált DNS-en elvégzett 

IgH génátrendeződés PCR teszt poliklonalitást mutatott a 2. sz. esetben, de monoklonalitás 

volt igazolható az 1. és 3. számú esetekben (3.4.2. ábra). A szubklónozott PCR termék 

többszörös izolátumainak szekvencia vizsgálata ezt az eredményt mindkét esetben 

megerősítette. Az EBER
+
 szortírozott magokból valamint a teljes szövetből extrahált DNS-ből 

amplifikált és klonális V gén régió mólsúly valamint szekvencia alapján is identikus volt a 3. 

számú esetben. A monoklonális IgH génátrendeződést mutató, kettő EBER
+
 nuclearis 

preparátumból izolált DNS közül a 3. számú esetben sikeres volt az egész variabilis régió 

amplifikálása. Az így nyert FRI-CDRI-FRII-CDRII-FRIII szekvencia stop kodont, deléciót, 

inszerciót és duplikációt nem tartalmazott, tehát funkcionálisnak bizonyult és az IgHV4-

59*01 germline génnel volt azonosítható. A teljes szekvencia 96.2%-os, míg a CDRI + CDRII 

régiók 93.3%-os identitást mutattak a germline génnel. Ez a lelet – 98%-os határértéket 

figyelembe véve – arra utal, hogy a gén (és a gazdasejt) szomatikus hipermutáción ment 

keresztül. Az R/S érték az FR régiókban 2.0 volt. Az amplifikált termék 20 szubklónjának 

szekvencia vizsgálata intraklonális diversitást, azaz ’ongoing’ szomatikus hipermutációt nem 

mutatott.  

Az in situ hibridizáció a morfológiailag azonosítható HRS sejtekben masszív intranuclearis 

EBER pozitivitást mutatott, emellett – azonban – szórványosan kis, reaktív sejteknek tünő 

elemek is pozitivak voltak (3.4.1.n. ábra). Az 1. és 3. számú esetben – a HRS sejtek 

fenotipusa valamint a klonális IgH génátrendeződése miatt – vizsgáltuk az Ig könnyűlánc 

gének expresszióját ISH-val (a HRS sejtekben – aspecifikus phagocytosis miatt – gyakran 

lehet immunhisztológiával könnyűláncokat kimutatni). A két esetben a HRS sejtek egyikében 

sem lehetett sem kappa, sem lambda könnyűlánc mRNS-t kimutatni, míg a háttér reaktív 

plasmasejtjei pozitivitást és poliklonális reakciót mutattak (3.4.1.o.-p. ábra). A teljes szövet 
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extraktumból, az EBER
+
 szortírozott magokból izolált DNS-ből nyert molekuláris leleteket 

valamint az ISH eredményeit a 3.4.3. táblázat foglalja össze.  

 

3.4.3. táblázat A három, szórványos HRS sejteket tartalmazó PTCL-ben nyert molekuláris 

(PCR és ISH) leletek összefoglalása (11). 

Betegek TCRγ IgH 
EBER

-ISH 

kappa-

mRNS-

ISH 

lambda-

mRNS-

ISH 

 Teljes szövet extraktum 
EBER+pozitív 

szortírozott magok 
Óriás sejtek paraffinos 

metszetben 
#1 monoklonális polyklonális monoklonális + - - 
#2 monoklonális polyklonális polyklonális + n.a. n.a. 
#3 monoklonális monoklonális monoklonális + - - 

    n.a.: nincs adat 

  

Az archivált nagyszámú PTCL pusztán morfológiai (immunhisztologia és ISH nélküli) 

vizsgálata alapján azonositható volt 2 csoport. Egyikben a PTCL sejtek nyilvánvaló citológiai 

polimorfizmusa miatt a HRS tipusú sejtek alig voltak megkülönböztethetőek a PTCL 

tumorsejtektől, a másik csoportban a PTCL mérsékelt atipiája és relativ kissejtes jellege 

alapján a folyamat cHL-ra emlékeztetett (3.4.3.a-b.ábra).  A 300, EBV+ éretlen B-sejt 

populációra vizsgált PTCL-ből 12-ben észleltünk EBV+ B-sejt proliferátumot. A növekedési 

mintázat, a citológia és a fenotipus alapján az EBV+ nagy sejtek a 12 esetben 3 csoportba 

voltak sorolhatóak (3.4.4. táblázat). i. Az első csoportban (3 eset) az éretlen, mononukleáris, 

centro- és immunoblaszt karakterű, CD20+, CD30+, CD45+, LMP1+ fenotipusú és 

poliklonális IgH génátrendeződést (IgH-R) mutató sejtek elszórtan keveredtek el a PTCL 

tumorsejtekkel (3.4.3.b-d. ábra). ii. A 2. csoportot 1 eset képviselte. Ebben a mononukleáris, 

éretlen, a PTCL tumortól nagyrészt demarkálódó, CD20+, CD30+, CD45+, LMP1+. 

EBNA2+ fenotipusú, monoklonális IgH-R-t nem mutató sejtek homogén lemezei DLBCL-t 

utánoztak (3.4.3.e-h. ábra). iii. A 3. csoportba 8 eset tartozott. Itt elszórt, HRS morfológiájú, 

CD15+/-, CD20-/+, CD30+, CD45-, LMP1+, EBNA2- fenotipusú, teljes szövet extraktumból 

50 %-ban monoklonális sejtek jelenléte volt jellemző. Az IgH asszociált transzkripciós faktor 

(OCT2, BOB.1/OBF.1, PU.1) expresszió alapján ezen sejtek megfeleltek cHL HRS sejtjeinek 

(3.4.3.i-o. ábra).  
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3.4.3. ábra. A HRS tipusú sejtek (nyilak) a kis / közepes méretú, széles, világos citoplazmával 

biró, atipia jeleket mutató homogén T-sejtes proliferátumban (400x,  N 10). b-d  A nagy, 

centroblast és immunoblast tipusú sejtek nehezen különithetőek el az aggressziv citológiát 

mutató háttér T-sejtes lymphoma sejtektől, de a CD20 márker (c) egyértelműen mutatja, hogy 

ezen elszórt elemek B-sejtek, a CD3+, közepes méretű, atipusos PTCL tumorsejtek 

lemezeiben (d), (400x, N 2). e-h A centroblast és immunoblast morfológiájú (g), OCT-2 

magpozitivitást adó (h), a mérsékelt atipiát mutató (f), CD3+ T-sejtes lymphomától élesen 

elhatárolódó, DLBCL tipusú, CD20+ B-sejt proliferátum (20x – 200x – 400x – 200x, N 4);  

i-o A közepesen nagy, egyértelmű atipia jeleket mutató, CD3+ T-sejtes lymphomában 

elszórtan elhelyezkedő cHL tipusú HRS sejtek (nyilak). A nagy HRS tipúsú sejtek CD3-, 

CD15+, CD30+, CD45- (nyil), PU.1- (nyilak), LMP-1+ fenotipust mutatnak  (k and l: 200x,  

többi: 400x, N 9) (12). 
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3.4.4. Táblázat T-sejtes lymphomában észlelhető, három csoportba sorolható nagy B-sejtes proliferátum (LBC) feno- és genotipus 

jellegzetességei (12). 

C
so

p
o
rt

 1
 

Beteg 
 N° PTCL

5
  

tipus 

LBC morfológia 

LBC immunfenotipus Molekuláris lelet EBV státusz 

CD15 CD20 CD30 CD45 Bob-1 

Oct- 

2 PU.1 TCR-y IGH EBER LMP-1 EBNA-2 

1.  PTCL-NOS
6
 aktivált B-sejt - + + + n.a.

1
 n.a. n.a. M

3
 P

4
 + + --/+ 

2.  PTCL-NOS aktivált B-sejt - + + + + + + M P + + - 

3.  PTCL-NOS aktivált B-sejt n.s. + - + n.a. n.a. n.a. M n.a. + + n.a. 

C
so

p
o
rt

 2
 

4.  PTCL-NOS aktivált B-sejt - + + + -/+ + n.a. M P + + + 

C
so

p
o
rt

 3
 

5.  PTCL-NOS HRS - - + - n.a. n.a. n.a. M P + + - 

6.  PTCL-NOS HRS - - + - - + n.a. M M + + - 

7.  PTCL-NOS HRS + - + - - - + u.a
2
 M + + - 

8.  PTCL-NOS HRS + + + - - + + M M + + - 

9.  PTCL-NOS HRS + +/- + - - - - M P + + - 

10.  PTCL-NOS HRS + - + - - - - u.a. M + + - 

11.  AIL HRS - + + + - +/- - u.a. P + + - 

12.  PTCL-NOS HRS - + + - + + - M P + + - 

1 
nincs adat   5 Perfériás T-sejtes lymphoma 

2 
sikertelen amplifikáció 6 nem osztályozható (not otherwise specified) 

3 
monoklonális 

4 
poliklonális 

               dc_1046_15



  3.4 

 136 

 

  A 300 PTCL-en kivüli 65 PTCL--ben, melyekben CD30 és EBER ko-expressziót 

mutató nagy sejtek nem fordultak elő, vizsgáltuk az EBER+, CD30-, LMP1-, EBNA2- tipusú, 

morfológiailag kis, nyugvó lymphocyta karakterű sejtek jelenlétét és az adatokat 20 reaktiv 

nyirokcsomó ugyanilyen adataival hasonlitottuk össze. A 65 PTCL-ből 15-ben (23 %), a 20 

kontrol nyirokszövetben 11-ben találtunk ilyen sejtpopulációt. Azonban az előbbiekben 

magasan szignifikánsan nagyobb denzitást (75.9 (1-300) / 100 HPF vs 1.5 (1-2) / 100 HPF 

mutattak ezen EBV+, nyugvó B-sejtek. 

3.4.c. Diszkusszió 

A feltűnő citológiai sajátosságokkal bíró – bár ritka – Hodgkin és Reed-Sternberg 

(HRS) sejtek a klasszikus Hodgkin lymphoma (cHL) morfológiájának emblematikus elemei. 

A HRS sejtek karakterisztikusak, de nem pathognomikusak cHL-ra, mivel HRS vagy HRS 

szerű sejtek előfordulhatnak reaktív állapotban, mint pl. mononucleosis infectiosa valamint 

többféle daganatban. Ha a szórványos HRS sejtek hátterében található celluláris infiltrátum 

atipiája nem nyilvánvaló, de arra mégis gyanús, komoly nehézségek adódnak a diagnózis 

felállításában. Ebből a szempontból a granulomatosus, de egyébként típusos és poliklonális 

háttérrel bíró TCR-BCL valamint a gyakran csak moderált vagy alig észrevehető atipia jeleket 

mutató PTCL maradnak a cHL differenciál diagnosztikájának első vonalában (1, 13). 

Jelen tanulmányban egyrészt 3 nyirokcsomó elváltozást irtunk le, melyekben elmosott 

alapszerkezet mellett T-sejt dús, proliferáló HEV strukturákat, vegyes gyulladásos 

sejtelemeket felvonultató, de nyilvánvaló granulomatosus – epithelioid sejtes jelleget, 

hyalinos – atrophiás tüszőket, expandált folliculáris dendritikus sejthálózatot nem mutató 

háttérben szórványos HRS ill. HRS-szerű sejtek fordultak elő. A morfológia emiatt tehát 

nagyfokban emlékeztetett cHL-ra. Bár a citologiai atipia az 1. számú esetben kevéssé volt 

jellemző (melyet az eredeti – téves – cHL diagnosis is megerősít), alapos vizsgálattal az 

felismerhető volt, mig a másik két esetben ez sokkal nyilvánvalóbb morfológiai jellegként állt 

fent. Ezen ‘háttér’ populáció neoplasticus jellegét mindhárom esetben alátámasztotta továbbá 

a homogén helper ill. citotoxikus fenotipus, a fokozott – magas proliferációs ráta – amely 

cHL-ban illetve TCR-BCL-ban a HRS ill. a HRS-szerű sejtekre korlátozódik –, valamint a 

teljes szöveti DNS extraktumból igazolt monoklonális TCR génátrendeződés. Így a ‘háttér’ 

infiltrátum alapján a cHL és a TCR-BCL kizárható volt és perifériás T-sejtes lymphoma 

(PTCL) diagnózis került felállításra. 
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A PTCL morfológiai átfedést mutathat cHL-val, sőt egyes – CD15
+
 és CD30

+
 HRS 

sejteket tartalmazó PTCL-nek vagy CD15
+
 és CD30

+
 PTCL-nek nevezett – variánsaiban ez az 

immunfenotipusra is kiterjed (1, 14). Ezek a PTCL-ban leírt HRS-szerű sejtek azonban EBV-

re negatívak, de legalább egy T-sejt márkerre pozitívak voltak vagy aberráns T-fenotipust 

mutattak. Az eseteinkben bemutatott HRS sejtek konstansan EBV pozitívak és mind a hat T-

sejt markerre negatívak voltak, továbbá vagy aktivált B-sejt (CD15
-
, CD20

+
, CD30

+
, CD45

+
; 

2. sz. eset) vagy cHL-HRS sejt (CD15
-/+

, CD20
--/+

, CD30
+
, CD45

-
; 1. és 3. számú esetek) 

fenotipust mutattak. Az izolált EBER
+
 HRS-szerű sejtek magjaiból nyert DNS-en sikeresen 

elvégzett IgH gén amplifikáció bizonyította, hogy a PTCL típusú 3 elváltozásban előforduló 

HRS-szerű sejtek valójában B-sejt eredetű, EBV-vel fertőzött sejtelemek. Ezen leletek 

együttesen kizárják azt, hogy eseteink a ritka, CD15
+ 

/ CD30
+
 PTCL variánsnak vagy a még 

ritkább – ha egyáltalán létező – T-sejt eredetű cHL-nak feleljenek meg (2, 3). 

Az EBER
+
, kis arányban EBER

-
 HRS-sejt szerű – a cHL jellegzetes celluláris hátterét 

nélkülöző – sejtelemek megjelenése indolens B-sejtes nHML-ákban ritka, de jól dokumentált 

jelenség (15, 16). Ennek klinikai jelentősége ellentmondásos, mivel patomorfológiailag 

nyilvánvaló cHL-ba történő transzformációt valamint változatlan morfológiát – egymás 

mellett 5 éves követés során fennálló B-sejtes nHML és EBER
+ 

HRS-szerű sejtek – egyaránt 

leírtak. Figyelemre méltó, hogy csak azon CD15
+/-

, CD30
+
, CD20

-/+
, EBER

+
 szórványos 

sejtpopulációból fejlődött ki klinikopathologiailag típusos cHL, melyek CD45-tel negatívak 

voltak (ez cHL-ban a HRS sejtek egyik legkövetkezetesebb fenotipus jellegzetessége). EBV 

negatív B-sejtes nHML progresszióját EBER
+ 

HRS-szerű sejtekből álló, lymphocyta 

depléciós cHL-t utánzó DLBCL-ba ugyancsak leírták (17). A HRS-szerű sejtek monoklonális 

jellegét valamint a pre-/ ko-exisztáló indolens B-sejtes lymphomával fennálló klonális 

identitását 3 B-sejtes chronicus lymphocytás leukaemiából (CLL) kettőben demonstrálták 

(18). Ezt az eredményt egy másik tanulmány csak egy CLL és a benne kialakult EBER
-
 HRS 

sejtek relációjában tudta megerősiteni, mig másik két vizsgált CLL-ben az EBER
+
 HRS sejtek 

mutált és nem identikus IgH-V génekkel rendelkeztek szemben a CLL-es nem mutált 

klónokkal (19).  

Ismereteink szerint csak egy olyan publikáció látott napvilágot, amely ‘egy-sejt’ 

vizsgálatok alapján 3, szórványos HRS-szerű, B-sejt feno- és genotipust mutató, EBV
+
 

sejteket tartalmazó PTCL-ról számolt be (4). A vizsgálatok poliklonális – oligoklonális IgH 

génátrendeződést mutattak ezen HRS-szerű sejtekben. Egyik esetben sem észleltek tipusos 

cHL irányú klinikopathologiai progressziót. A szerzők konklúziója szerint a PTCL okozta 
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immunszuppresszió az EBV
+
 nyugvó B-sejt kompartment poliklonális expanzióját és a valódi 

HRS sejt tipusú morfológia és fenotipus (de nem genotipus) kialakulását eredményezheti. Egy 

esetben – azonban – egy későbbi biopsia kimutatta a CD20
+
, CD30

+
, EBER

+
, CD15

-
, LMP-1

-
 

nagy, blast típusú sejtek CD20
+
,
 
CD30

+
, EBER

+
, CD15

+
, LMP-1

+
, poliklonális HRS-szerű sejt 

irányú progresszióját. Az általunk leirt esetekben lényegében ugyanezt a morfológiát és 

immunfenotipust észleltük – azzal a különbséggel, hogy két esetünkben a HRS-szerű sejtek 

CD45 és EBNA-2 negativitását is megfigyeltük -, ezért a korábbi konklúziót részlegesen 

megerősithettük. Azonban, azon két esetben, ahol az egyébként cHL fenotipusú, EBER
+
 

izolált HRS-szerű sejtekben monoklonális IgH génátrendeződés is kimutatható volt, azt 

bizonyítjuk – az irodalomban első alkalommal, – hogy PTCL-ban a B-sejtes cHL valódi HRS 

sejtjeitől feno- és genotipusában megkülönböztethetetlen HRS típusú sejtek alakulhatnak ki. 

A szomatikusan hipermutált IgH-V gén, az ‘ongoing’ mutáció hiánya, a centrum 

germinativum centroblastokkal lényegében megegyező R/S érték az FR régióban (1.9 vs 2.0) 

egyaránt a valódi HRS sejt genotipust támogatják (20). A nem funkcionális IgH-V gén hiány 

ennek nem mond ellent, mivel az csak 25%-ban fordul elő cHL-ban (21). Továbbá, a két 

esetünkben észlelt monoklonális HRS-szerű sejtekben a könnyűlánc mRNS hiánya megfelel a 

cHL-ban leírt jelenségnek, nevezetesen az egyébként funkcionális Ig gén transzkripciós 

gátlásának valamint az ennek okaként észlelt B-sejt specifikus Ig gén konzervált oktamér 

régió asszociált transzkripciós factor és ko-aktivátor, OCT2 illetve OBF.1/BOB.1 

expressziója csökkenésének illetve hiányának (21, 22, 23, 24). Két esetünkben csak az utóbbi 

teljes hiányát tudtuk kimutatni, melynek fontossága –azonban – meghaladja az OCT2-ét és 

mely deklaráltan feltétlenül szükséges az IgH gén promoter régiójának aktiválásához (25). 

Ezen sejtek BCL-6, de ugyancsak CD138 negativitása nem mond ellent cHL fenotipusnak, 

mivel a cHL HRS sejtek BCL-6 negatívak és az ugyancsak a cHL-hoz tartozó noduláris 

lymphocyta gazdag cHL (nLRcHL) daganatsejtjeiben csak részleges (43%-os) pozitivitás volt 

kimutatható CD138 markerrel (26, 27). Szórványos HRS-szerű, CD15
-
, CD20

+
, CD30

+
, 

CD45
-
, EBER

+
, LMP1

+
, EBNA2

- 
cHL fenotipusú atipusos nagy sejteket már leírtak 

angioimmunoblastos T-sejtes lymphomában, de abban a tanulmányban ‘egy-sejt’ molekuláris 

analízis valamint az immunglobulinok továbbá ezek transzkripciós faktorainak vizsgálata nem 

történt meg (28). Az EBV
+
 nagysejtes populáció a két PTCL esetünkben II-es típusú latencia 

expressziós profilt mutatott, mely megfelelhetne egy EBV
+
 agresszív

 
B-sejtes lymphoma, 

mint pl. AIDS-asszociált vagy poszt-transzplant lymphoproliferativ betegség, korai fázisának 

is, de az Ig expresszió és legalább az egyik Ig gén asszociált transzkripciós faktor hiánya 

patognomikus B-sejt eredetű cHL HRS sejtjeire (29). A két esetben leirt HRS-szerű sejtjeink 
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az egészséges egyének nyirokcsomóiban alacsony arányban (1 –50/10
6
 lymphocyta) 

jelenlevő, EBER
+
, CD30

-
, LMP1

-
 memória B-sejtekből származhatnak – melyek arányának 

növekedése PTCL-ben dokumentált (30, 31) – , a PTCL által előidézett immunszuppresszió 

miatt kialakuló latencia gén expressziós profil változása nyomán (32, 33, 34, 35). Valóban, 

saját vizsgálatainkban azt tapasztaltuk, hogy PTCL-ban a kis, nyugvó EBV+ B-sejtek kb 50x 

magasabb arányban fordulnak elő, mint nem immunszupresszáltak reaktiv nyirokcsomóiban, 

mely megerősiti mások adatait (5, 12, 30; 36). A jelenség rokon vonásokat mutat az időskori 

immunszupresszióban kialakuló EBV+ lymphoproliferációk egyes formáival (37).  Klonális 

kapcsolat CD30
+
, EBER

+
 HRS sejtek valamint a kis EBER

+
, CD30

-
 B-sejtek között cHL-ban 

már leírásra került (38). Továbbá, cHL-ban a domináns HRS klón mellett egy minor, CD30
+
, 

EBV
+
, monoklonális, a fő tumor klónnal nem identikus HRS populáció is felismerésre került, 

mely az EBV
+
 sejtek folyamatos expanziójára utalhat a cHL mikrokörnyezetében is (27). 

Bár a mindhárom esetben bekövetkező gyors halál miatt követési adatok nem állnak 

rendelkezésre, azt feltételezzük, hogy a háromból 2 esetünkben egy második daganat, B-sejt 

eredetű cHL kialakulásának korai fázisát irtuk le. Mivel a cHL-ra jellemző aspecifikus, 

reaktív celluláris háttér a HRS sejtek által termelt nagyszámú citokin hatására idővel alakul ki, 

megközelítés kérdése, hogy ezt a prekurzor léziót hogyan nevezzük, akár az in situ cHL 

elnevezés is megfontolható. Ezen jelenség már a jelenleg érvényes WHO lymphoma 

klasszifikációban is rögzitésre került (39).  Bármi is a helyes elnevezés, az itt leirt PTCL-ben  

kialakuló cHL tumorsejt feno-és genotipus megelőző állapota lehet EBV
+ 

cHL és PTCL ritka 

kompozit lymphoma eseteinek (40, 41). Hangsúlyozandó azonban, hogy a bemutatott 

nyirokcsomók pathomorfológiájának biológiai értelmezése extenziv ‘egy-sejt’ molekuláris 

analízis nélkül nem lehetséges, mivel PTCL-ben a HRS-szerű és EBER
+
, CD30

+
, LMP1

+
, 

EBNA2
-
, CD45- fenotipusú sejtek egyaránt megfelelhetnek oligoklonális (4) illetve 

monoklonális transzformált B-sejteknek is. 

Kiterjesztett, retrospektiv vizsgálataink során 300 PTCL-ben 12, EVB+ B-

lymphoproliferátumot tartalmazó esetet észleltünk. A citológiai sajátságok valamint a 

növekedési mintázat alapján alkotott 3 csoport közül az alsó kettőben olyan nagy B-sejtes 

(LBC) proliferáció volt azonositható, amely a fentiekben hivatkozott publikációkban már 

leirásra került és megfelelt aktivált B-sejt morfológiának és fenotipusnak. A 3. csoportban 

azonban HRS sejt morfológiájú  és CD15+/-, CD20-/+, CD30+, CD45-, TF- expressziós 

mintázatot valamint 90 %-ban  IgH-R+/- B-genotipust mutató sejtpropagáció volt jelen (42; 

43). Ez a fenotipus – CD45, TF és EBNA2 negativitás és CD30, LMP1 pozitivitás a 
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legfontosabb karakterek – ebben a szöveti kontextusban még nem került leirásra (2010-ig) 

ismereteink szerint.  

Összeségében morfológiai, fenotipus megfigyeléseink -  az IgH FRI – CDRIII régióra 

vonatkozó molekuláris vizsgálatainkkal együtt arra utalnak, hogy PTCL-ban a cHL HRS 

sejtjeitől morfológiailag, feno- és genotipusában megkülönböztethetetlen sejtek fejlődhetnek 

ki. Ez a jelenség az immunszupresszió indukálta B-sejtes klonális evolúció in vivo pathologiai 

modeljét reprezentálja. 
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3.5. Citogenetikai aberrációk automatizált vizsgálata interfázis magokban 

 Az interfázis fluoreszcens in situ hibridizáció (iFISH) hatékonyan képes különböző 

DNS szakaszok nem oszló sejtekben történő  vizualizálására. Az iFISH szignálok manuális 

kiértékelése munka- és időigényes, tévedési lehetőséggel terhelt szubjektiv interpretáció. A 

szignál mintázatok automatizált kiértékelése lehetőséget nyújt ezen problémák feloldására. Az 

első automatizált iFISH analizisre tett kisérlet óta, az elmúlt 25 évben sokféle applikációt 

vezettek be az onkológia, a prenatális valamint a fertilitási vizsgálatok területén. Az 

alábbiakban összefoglalásra kerül az automatizált iFISH analizis módszertana, röviden a 

története, a klinikai applikációi valamint az előnyei és az ezzel kapcsolatos kihivások. A 

munka azon paraméter panel javaslatra is hivatkozik, mely az új alkalmazások bevezetéséhez 

és standardizációjához valamint korábbi technológiák reprodukálásához szükséges. 

3.5.1. Manuális iFISH kiértékelés. 

 Rutin diagnosztikában az iFISH mintákat általában 2D mikroszkópban, manuálisan 

értékelik ki. Az ECA (European Cytogeneticists Association) valamint az ACMG (American 

College of Medical Genetics)  Clinical Laboratory Improvement Amendments konszenzus 

álláspontja szerint az ilyen mintákat két független vizsgálónak kell értékelni, szignifikáns 

eredmény különbség esetén harmadik személyt kell alkalmazni (1, 2). A minimálisan 

kiértékelendő sejtszámra tett ECA ajánlás az applikáció függvényében változik, prenatalis 

aneuploiditás vizsgálatnál ez 30 sejt, mozaicizmus vizsgálatnál viszont 100 sejt. Az európai 

diagnosztikus standardok szerint hematológiai / onkológiai applikációknál ez a szám 

ugyancsak 100 (1, 3). Az ACMG ajánlás öröklött vagy szerzett  aberráció esetén 50 mag, de 

mozaicizmus illetve bármilyen abnormalis klón esetén a vizsgálandó sejtszámot a  binomiális 

eloszlás alapján kell meghatározni  (4, 5). Minimális residuális tumor (MRD), keringő 

tumorsejt vagy mikrokimérizmus analizisnél a vizsgálandó sejtszámok lényegesen tovább 

emelendők, mely a vizsgálatok időigényét is jelentősen növeli (6-8). Leszögezendő, hogy a  

FISH próbák minden esetben fals pozitivitást (FP) is adnak, mely a pozitiv esemény 

detektálhatósági szintjét (’cut-off’ érték) befolyásolja, ezért minden applikációnál 

meghatározandó. Miután a FP nem mutat normál eloszlást, a binomiális distribúció 

alkalmazandó (2, 3, 9, 10, 11). Amplifikáció / kromoszóma nyerés esetén ez az érték általában 

alacsonyabb, mint deléciónál / kromoszóma vesztésnél. Komoly problémát jelent a 

kiegyensúlyozott transzlokáció esetén a kétszinű jelek random kolokalizációja fúziós, elváló 

(’break-apart’), de dupla fúziós és extraszignálos próbák esetén is (12). Általános szabály 
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azonban, hogy minél komplexebb a szignál mintázat, annál alacsonyabb a FP, de annál 

magasabb a fals negativitás (FN). 

 A nagyobb vizsgálandó minta méret (sejtszám) mellett a manuális kiértékeléssel 

kapcsolatos további nehézségek a következőek: (i.) A minta pozitivitást a magas illetve 

alacsony pozitivitás régiókban a vizsgáló szubjektive felül- vagy alúlértékeli (13), (ii.) a 

vizsgálók közötti (interobszerver) illetve laboratóriumok közötti variabilitás miatt az 

eredmények összehasonlitása nehéz (14) (iii.) a fúziós szignál  konszenzus definiciójának 

hiánya önmagában jelentős variabilitást okozhat (15, 16). 

3.5.2. Automatizált (gépi) iFISH kiértékelés.    

3.5.2.1. Az automatizáció hardver és szoftver igénye 

 Legnagyobbrészt az irodalom alapján fluoreszcens mikroszkópot vagy szkennert 

használnak, a drágább, speciális technológiát képviselő konfokális lézer szkanning 

mikroszkópia vagy lézer szkenning citometria felhasználása ritka (17-19). Minimum 

követelmény a következő: megbizható fényforrás, megfelelő filter szettek, szignál detektor, 

motorizált tárgyasztal és egy korreláltan citometriai paramétereket detektáló valamint szignál 

mintázatot kiértékelni képes szoftverrel felszerelt számitógép.  

 Drága lézer fényforrás nem, viszont homogén megvilágitás szükséges az iFISH jelek 

detektálásához. Ha higanygőz vagy xenon lámpa fénye üvegszál optikán keresztül kerül a 

tárgyra, az kellően erős, hosszú élettartamú fényforrást és homogén megvilágitást jelent, bár 

az újabb fejlesztésű LED lámpák is kiválóak (20, 21, 22, 23). A megfelelő objektiv 

alkalmazása feladat specifikus kompromisszumot jelent a nagyitás, a feloldás (NA), a 

mélységélesség (DOF) és a sebesség között. A mag (DAPI) objektum valamint iFISH jelek 

detektálására elég 20x objektiv is, de szignál mintázat analizisére, szignálok térbeli 

elhelyezkedésének méréséhez 60x, 63x, 100x objektiv válik szükségessé (17, 24-39). Hasznos 

alternativa, ha a DAPI objektum szelekciójához 5 – 20x objektivet, míg az iFISH szignál 

detektálásához 40 – 100x objektivet használunk (40-48). Az excitációs filter spektrumának 

szélességét az optimális szignál – zaj arány határozza meg. A színes kamerák egyszerre több 

fluorokróm fényét tudják detektálni, a filterváltás hiánya időt takarit meg. Több, mint 2 vagy 

3 fluorokróm + háttér magjelzés detektálási igénye esetén azonban a fekete-fehér kamera 

vagy fotómultiplier cső, egyszeres ’band-pass’ filter és motorizált filter revorver nagyon 

ajánlatos, ’zero-pixel shift’ filter szet vagy szofisztikált szotver alkalmazása mellett (49-50). 

Korábbi paraméterek alapján történő objektum relokalizációhoz komputer asszisztált, 

mikrométeres pontossággal mozgatott motorizált tárgyasztal szükséges. A központi szoftver 
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irányitja a tárgyasztal mozgását, a filterváltást és az expoziciós időt valamint eltárolja a 

processzált galéria képeket. Az egy-sejt szintű korrelált adatgyüjtés miatt ezen galéria képek 

később tetszőleges csoportositásban, akár többlépcsösen is bármilyen detektált paraméterre 

illetve ezek kombinációira vizsgálhatóak.  

3.5.2.2. A szoftver detektálási képességének ’kifejlesztése’ (’training’) 

 A rutinszerűen végrehajtott applikációk az automatizált rendszer teljesitményének 

interaktiv optimálásával kezdődnek. Ennek lényege, hogy a legoptimálisabbnak gondolt kép 

detektálási és feldolgozási paraméterek alapján nyert DAPI objektumokat valamint iFISH 

szignálokat a vizsgáló manuálisan ellenőrzi és azok helyességét, valódiságát megállapitja. A 

gépi detektálás és képfeldolgozás paramétereinek változtatásával és a folyamat iterációjával 

érhetjük el a legjobb gépi beállitást, azaz az automatizált rendszer célfeladatra szabott 

legoptimálisabb müködését. A referencia, tehát, a komputer ’tanitása - training’ folyamán a 

humán erőforrás vizuális percepciója. 

3.5.2.3. Az automatizált vizsgálatok sorrendje. 

 A fő lépések a következők: (i.) mag (DAPI objektum) szelektálás, (ii.) szignál 

detektálás, (iii.) szignál mintázat kiértékelés. Először manuálisan meghatározzuk a 

vizsgálandó területet (region of interest, ROI). Ennek autofókusz térképe úgy készül, hogy a 

ROI-ra helyezett virtuális (digitális) háló minden egyes metszéspontjában a Z koordinátákat 

és a fókuszsikot megállapitja, majd az utóbbit a látótér ( field of view – FOV) centrális 

pontjára extrapolálja a rendszer. A legjobb képfelvétel és analizis érdekében az egyes FOV 

mezőkön finom fókuszálás is történik (26). A háttér és szignál csatornákban felvett képeket 

célszerű különböző kép processzálási algoritmusokkal javitani. 

 (i.) A háttér magfestés (DAPI) és különböző morfológiai paraméterek alapján történő 

elsődleges szegmentálás során a sejttörmelék, a nem specifikus DAPI festett objektumok 

kizárásra kerülnek. A sejtaggregátumok feldolgozása vita tárgya; vannak akik egyéni 

sejtmagokat igyekeznek bennük azonositani szoftveresen (19, 30, 31, 33, 51), mások az 

aggregátumokat egészében kizárják (25, 26, 37, 52-54, 55). A mag szegmentálás szövettani 

körülmények, formol-paraffinos metszet esetén sokkal problémásabb. Sejtalapú illetve terület 

alapú szegmentálás illetve iFISH detektálás, ’tile-sampling’ vagy ’grid-sampling eljárások 

lehetségek (56, 57, 58). Ezen a területen azonban mindenképpen további fejlesztések 

szükségesek. 

 (ii.) A szignál detektálás a legnagyobb kihivás a folyamatban. A szignálok a 

kontrasztjuk, intenzitásuk, relativ és abszolút területük, az azonos szinű szignáltól való 

távolságuk alapján ismerhetők fel. Jelentős problémát jelenthetnek ebben a folyamatban a 
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kisméretű, intenziven fluoreszkáló, magfelszinre kerülő artefaktok, a magas háttérzaj, a hasadt    

illetve cérnaszerű szignálok és az azonos szinű szignálok random ko-lokalizációja (13, 59, 60) 

(3.5.1. ábra).  Az amplifikált gének iFISH jelölésekor keletkező nem pontszerű szignál 

halmazok (’clusterek’) detektálása és kvantálása külön problémakört jelent, melyre többféle 

megoldást is kidolgoztak (35, 56, 58, 61, 62, 63). A tévesen detektált szignál mintázathoz 

tartozó sejtmagok valamint a szignál nélküliek kizárandók. Az egyes csatornákban a 

hibaarány független, a teljes hibaarányt az előbbiek szorzata adja (26). Emiatt meglepően 

alacsony analitikai pontosság (’accuracy’) állhat fenn pl. egy többpróbás (3+) vizsgálatnál, de 

az általában komplex diagnosztikus szignál mintázat kritérium rendszer miatt ez a klinikai / 

diagnosztikus hatékonyságot alig befolyásolja (64). 2D analizis során a szignálok jelentős 

része kerülhet ki a fókuszsikból (17). Emiatt ma már a különböző fókusz sikokban történő kép 

akvirálás, majd a szignál  mintázat 3D rekonstrukciója elengedhetetlen előfeltétele a pontos 

szignál detektálásnak (26, 28, 31, 36, 40, 65, 66). Ehhez elegendő a megfelelő szoftver mellett 

a hagyományos epiilluminációs fluoreszcens mikroszkóp. A konfokális lézer szkenning 

valamint a 2-fotonos fluoreszcens mikroszkópia néhány vitathatatlan előnyük mellett meglévő 

hátrányai valamint komplexitásuk és áruk miatt nem kerültek be a rutin applikációkba (67, 68, 

69). 

 (iii.) A szignál mintázat kiértékelése a kiegyensúlyozott transzlokációk iFISH 

analizisénél  elengedhetetlen. Az eltérő szinű szignálok közötti valós távolság mérése 

szükséges, mely 3D rekonstrukció nélkül nem lehetséges. A felhasznált próba tipusa (pl., 

egyszerű fúziós, dupla fúziós vagy elváló) határozza meg, hogy mely távolság vagy 

távolságok fontosak, azaz diagnosztikusak a transzlokációra (3.5.2. ábra).               

3.5.3. Az iFISH automatizáció története és applikációi. 

 A múlt század 90-es éveinek elején kezdődik az automatizáció története Cremer és 

mtsai (1992) és Nederlof és mtsai (1992) publikációival (52, 71), mely viszonylag lassan 

fejlődött (72, 73-76). Bár ez a folyamat a későbbiekben felgyorsult (77-89), melyben a 

páneurópai Concerted Action: Automation Molecular Cytogenetic Analysis (CA-AMCA, 

1992 – 1997) szerepe vitathatatlan, a XXI. század elején egyre nagyobb hangsúly került a 

klinikai diagnosztikai applikációkra. Ezek felsorolására jelen munka nem vállalkozik, csak a 

fejlődés szempontjából néhányat emelünk ki, referenciaként utalunk publikált review 

tanulmányunkra (70). Ezek között hangsúlyozottan szerepel a HER2 génamplifikáció, 

nemcsak emlő vonatkozásában (90-97), a korai tumorgenezissel asszociált 1q és 3q valamint 

1p és 3p allelikus aránytalanságok (’imbalances’) (53, 98).  
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3.5.1. ábra Normál és – a szignál 

felismerés hibája miatti  - abnormális 

szignál mintázatok t(9;22)(q34;q11) 

specifikus egyszeri fúziós próvával 

történt iFISH jelölés során. Az 

automatizált rendszer által meghatározott 

szignál mintázat a képek bal alsó 

sarkában látható (R-piros, G-zöld). A 

téves szignál felismerést / szignál szám meghatározást mutató képeken a szignálok 

fluoreszcens intenzitás eloszlása is látható. A Translokációra negativ mag. B Transzlokációra 

pozitiv mag. C Tévesen szegmentált kis, csoportot (‘cluster’) képző, magok. D Fokozott 

autofluoreszcencia, a zöld jeleket nem lehet az artefaktoktól elkülöniteni. E Random ko-

lokalizáció; két piros szignál ko-lokalizált. F Szignál hasadás; a nem-transzlokálódott piros és 

zöld szignál egyaránt hasadt. Mig a zöld szignálokat a szoftver  helyesen számolja, addig a 

nem transzlokálódott piros szignált a rendszer két különálló szignálként értelmezi (26). 

 

3.5.2. ábra Különböző, kiegyensúlyozott transzlokációt detektáló, kétszinű  FISH próbák által 

mutatott, pozitivitásra utaló szignál mintázatok. A különböző szinú iFISH jelek közötti összes 

távolság feltüntetésre került, a kritikusakat folytonos sárga vonal jelzi. A Egyszeres fúziós 

(SF) próba esetén a zöld és piros próbák a juxtapozicionált szekvenciákhoz hibridizálnak. B A 

fúziós extraszignálos (ES) próba szet hasonló a SF-hoz, de ebben az esetben az egyik próba a 

transzlokációban résztvevő egyik kromoszóma töréspontján átivel, igy pozitivitás esetén a 

fúziós jel mellett az adott szinben még egy addicionális kisebb jelet is látunk. C Kettős fúziós 

(DF) próba szet esetén a transzlokációban résztvevő mindkét kromoszóma töréspont régióját 

lefedi a zöld ill. piros próba, igy a pozitivitást két fúziós jel valamint -  a nem érintett 

kromoszómákat reprezentálandó - 1-1 zöld és piros szignál jelzi. D Elváló (BA) próba szet 

esetén a zöld és piros próbák az egyik, transzlokációban résztvevő kromoszóma töréspont 

régiója körüli centromerikus ill. a telomerikus szakaszt fedik le. Normál esetben látunk 2 

fúziót, mig az egyiket alkotó zöld és piros jelek térbeli eltávolodása kromoszóma törésre utal. 
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A felső sorban a kék körök a sejtmagokat, a zöld és piros, kisebb körszimbólumok az iFISH 

szignálokat jelölik. Az also sorban 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) magfestett és 

BCR/ABL1-SF, ETV6/RUNX1 ES, BCR/ABL1 DF és IGH BA FISH próbákkal jelölt human 

csontvelő sejtek magjait látjuk. A kulcsfontosságú távolságok mért értékei olvashatóak (63x 

objektiv) (70). 

 

3.5.3. ábra Kombinált immunfenotipus és interfázis FISH (KIIF) analizis. A CD10+ csontvelő 

sejtek gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia indukciós terápia fázisában (20x). B A 

CD10-FITC jelölés eltávolitása után az ETV6 (zöld) és a RUNX1 (piros) géneket ES FISH 

próba szettel vizualizáltuk a relokalizált CD10+ sejtekben, mely lehetővé tette a CD10+ / 

ETV6-RUNX1+ leukaemia sejtek (B/1 és B/3) valamint a CD10+ / ETV6-RUNX1- normal 

haematogoniumok (B/2 és B/4) elkülönitését (63x) (70, 27). C Kromogénes CK-7 

immunjelölés alapján előszelektált urotheliális sejtek hólyagrákos beteg üritett vizeletéből 

nyert citológiai preparátumában. D ugyanezen sejtek iFISH genotipizálása CEP3 (piros), 

CEP7 (zöld), CEP17 (aqua) és LSI 9p21 (gold) próbákat tartalmazó multiplex iFISH próba 

szettel (UroVysion) (63x) (99, 100 , 64). 
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Vizelet citológiai mintákban ilyen vizsgálatok tárták fel a krsz. 3, 7, 17 aneuszómia valamint a 

9p21 (p16) deléció hólyagrák stádium és grádus prediktiv erejét (64, 99, 100, 101). A 3p21.1 

és a 10q22.3 abnormalitások tüdő karcinómában, a RET onkogén papilláris pajzsmirigy 

karcinómában, a krsz 3 és X numerikus aberrációinak vizsgálata méhszájrákban emelhetők 

még ki a nem hematológiai applikációkból (39, 85, 102). Az automatizált vizsgálatoknak nagy 

szerep juthat a ritka sejt detektálásban vagy ahol nagyszámú sejt vizsgálata szükséges, igy a 

prenatalis (32, 41, 46, 79, 103) valamint a fertilitás (37, 104) vizsgálatok esetén továbbá az 

anyából nem-invaziv módon kinyert mintákban a foetalis sejtek analizisénél (25, 40). Az 

utóbbiban a kombinált fenotipus (foetalis hemoglobin) és genotipus egy-sejt szintű vizsgálata 

új távlatokat nyitott (47, 105). A hematológiai alkalmazásokban vezet a BCR/ABL 

transzlokáció vizsgálata (26, 31, 45, 66, 106). Emellett a különböző 14q32 (IgH) régió 

átrendeződések szöveti körülmények közötti vizsgálatával valamint a hiperdiploid 

gyermekkori pALL klonális divergenciájával foglalkozó közlemények is napvilágot láttak 

(28, 38, 57). 

 Összességében megállapitható, hogy a morfológia (75, 107, 108) vagy az 

immunfenotipus (27, 65, 80, 99, 109) alapján előszelektált sejteken történő iFISH (’targeted-

iFISH’) alkalmazása és ennek automatizációja lesz a választandó módszer minden ritka 

esemény (sejt) vizsgálati applikációnál, mint pl. minimális reziduális betegség (MRD), 

keringő tumorsejt keresés, őssejt transzplantáció utáni kimérizmus analizis, vagy ahol a DAPI 

kép alapján a heterogén sejtpopulációban a tárget sejt nem meghatározható (78, 99, 108, 109) 

(3.5.3. ábra). A ’targeted’ iFISH analitikai pontossága lehetővé teszi legalább 10
-4

 

gyakorisági esemény vizsgálatát (27). 

3.5.4. Perspektivák. 

 1. Az automatizált iFISH dektálás és szignál mintázat kiértékelés nem terjedt el olyan 

mértékben, mint az egy ilyen új és hatékony technológia esetén előzetesen várható volt (3.5.4. 

ábra). Ennek az lehet az oka, hogy – szemben pl. a flow citometriával – az objektum valamint 

szignál detektálás komplikált, applikáció, laboratórium és szoftver függű. Feltehetően ezért 

jelenleg még – szemben a flow citometriával /MFlowCyt/ - nincs konszenzus standardizációs 

irányelv ezen a területen, melynek létrehozása kivánatos (70)  
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3.5.4.ábra Az 1980 és 2010 között a FISH-ról és az automatizált FISH-ről publikált közlemények 

száma. Az adatok a PubMed (www.nlm.nih.gov) adatbázisból származnak ‘fluorescence in situ 

hybridization’, ‘interphase’, ‘automated/automatic’ kulcs-szó kereséssel (70). 

 2. A jövőbeni, legnyilvánvalóbb automatizált iFISH indikációk a kovetkezők: 

(a) genetikai aberráció vizsgálata hisztológiai, a topográfia által vezérelt körülmények között. 

(b) ’Targeted’ iFISH,  a morfológia – immunfenotipus – iFISH kombinált vizsgálata egysejt 

szinten. 

(c) A genetikailag aberráns sejtpopuláció arányának direkt, sejtszintű meghatározása. 

(d) A klonális heterogenitás, a szubklonális architektúra feltárása.
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4. FŐBB KÖVETKEZTETÉSEK – ÚJ EREDMÉNYEK 

4.1. 

a. 150 pre-B pALL (kb 2 ½ évnyi m.o.-i beteganyag) numerikus kromoszóma aberrációit az 

összes kromoszóma vonatkozásában centromerikus próbákkal és iFISH eljárással vizsgálva 

megállapitottuk, hogy a leggyakoribb genetikai alcsoport, a hiperdiploid pre-B pALL 

kialakulásában leggyakrabban a 4-es, 6-os, 10-es, 14-es, 17-es, 18-as, 21-es és X 

kromoszómák nyerése szerepel. 

b. Új eljárásként kidolgoztuk a mikroszkópos relokalizációt valamint a konzekutiv,  2 x 4 

szinű iFISH eljárást alkalmazó technológiát, mellyel a 8 kromoszóma kópia szám 

változásainak (CNA) jellemzésére, először, egysejt-szintű, korrelált 8-paraméteres (8P) 

adatbázist hoztunk létre 214 pre-B pALL kezeletlen csontvelői blastjainak vizsgálatával. 

c. Az adatbázis alapján megállapitottuk, hogy massziv szubklonális heterogenitás áll fenn a 

leggyakoribb gyermekkori malignomában. Az alacsony illetve a magas hiperdiploid (HeL ill. 

HeH) pre-B pALL-ben kromoszóma szám szerint átlagosan 6.9 ill. 10.2 , míg egyedi 

kromoszóma konstelláció alapján 15.3 ill. 26.7 szubklón volt azonositható. Ennek hátterében 

szignifikáns kromoszóma instabilitást igazoltunk. A szubklonális heterogenitás az eddig 

vizsgálati eljárásokkal – kariotipizálással nem volt detektálható. 

d. A szubklónok gauss-i mellett bimodális gyakoriság eloszlást is mutatnak, mely 

szubklonális szinten is szelekciós nyomás fennálltára utal.  

e. A domináns szubklón kromoszóma száma alapján meghatározott iMN8 index (modális 

kromoszóma szám 8-paraméteres iFISH alapján) jól jellemzi a hiperdiploid státuszt (HeL vs 

HeH). 

f. A korrelált 8P adatbázis  ’hálózat’ / network és Steiner-fa analizise alapján megállapitottuk, 

hogy a kromoszóma nyerések 80 – 90 %-a-  a HeL és a HeH csoportban is - szekvenciálisan 

történik. 

g. A korrelált 8P adatbázis ’csoport’ / cluster analizise alapján a kromoszóma nyerések 

szigorú hierarchiáját bizonyitottuk: a ’csoport’-fa alapját mindig a 21-X-14-es kromoszómák 

képezik, a 10-18-as valamint a 4-6-os kromoszómák egy-egy rákövetkező csoportot alkotnak, 

míg a 17-es kromoszóma az utóbbiak közül egyikhez sem tartozott konzekvensen. 

h. A tetraszómiás kromoszóma képződéstől eltekintve nagyrészt ismeretlen patogenezisű 

hiperdiploid pre-B pALL új és átfogó patomechanizmus modelljét irtuk le. Ezen genetikai 

tipizálás alapján a kromoszóma szegregációs mechanizmusok vizsgálata olyan specifikus 

hibákat tárhat fel, amely új target terápia alapját képezhetik.
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i. A 8P korrelált adatbázis alapján olyan egyszerű triplex iFISH eljárást dolgoztunk ki, mellyel 

a pre-B pALL hiperdiploid státusza nagy pontossággal meghatározható. Ezzel kapcsolatban 

m.o.-i (SZTNH -45953/13 ) illetve nemzetközi (PCT/IB_2014/067116) szabadalmi eljárás 

van folyamatban. 

4.2. 

a. Megállapitottuk 130 pre-B pALL vizsgálata alapján, hogy ebben a földrajzi térségben 

(korábbi adat nem állt rendelkezésre) az ETV6/RUNX1 fúziót eredményező t(12;21)(p13q22) 

genetikai aberráció gyakorisága 20.5 %. Az áramlási citometriás DNS index (DI) alapján ezen 

transzlokációt mutató leukaemiák 95 %-a diploid. Bár a transzlokáció pozitiv betegek az 

alacsony rizikó csoportba sorolódtak, az 5 éves eseménymentes túlélésük nem különbözött 

szignifikánsan a transzlokáció negativ pre-B pALL betegektől. 

b. Az ETV6/RUNX1 pozitiv pre-B pALL-ben a minimális rezidualis betegség (MRD) 

meghatározására Kombinált Immunfenotipus Interfázis FISH (KIIF) pásztázó fluoreszcens 

mikroszkópos (SFM) eljárást dolgoztunk ki, mely a CD10 (immunfluoreszcencia) és t(12;21 

transzlokáció (iFISH) konzekutiv jelölését és detektálását jelentette. Az eljárással a CD10+ / 

t(12;21)- haematogóniumok illetve a CD10+ / t(12;21)+ leukaemiás sejtek 9 x 10
-4 

szinten 

elkülönithetőek, tehát a leukaemiás sejtek a döntéshozói szempontból általánosan elfogadott 

10
-3

 szintnél  alacsonyabb gyakoriság esetén is 100 %-os biztonsággal azonosithatók voltak 

c. Az ETV6/RUNX1+ pre-B pALL betegek klinikai MRB vizsgálata során a kezelés 33. 

napjától, a betegek csontvelő mintáiban, 10
-3

 szintnél gyakoribb leukaemiás sejtek kvantitativ 

RNS, illetve klón-specifikus DNS PCR módszerekkel nem voltak kimutathatóak. Ugyanakkor 

a kezelés 33. napjától a betegek 36 %-ában mutattunk ki KIIF módszerrel 10
-3

 – 10
-2

 szintnél 

gyakoribb CD10+ / t(12;21)+ sejteket. Ezek azonban csak monoallelikus aberrációt mutattak, 

10
-5

, 10
-6

 érzékenységű RNS alapú RQ-RT-PCR valamint DNS alapú, klón specifikus RQ-

PCR eljárásokkal nem voltak detektálhatóak, ezért nem leukaemias reziduális sejteknek, 

hanem csontvelői leukaemia prekurzor sejteknek feleltek meg. 

d. Első alkalommal mutattunk ki és vizualizáltunk kezelt t(12;21)+ pre-B pALL betegekben 

in utero keletkező leukaemia prekurzor sejteket a csontvelőben, melyek csak az új eljárásként 

kidolgozott KIIF eljárással voltak ’láthatóak’. A prekurzor sejtek jelenléte kezelt betegekben 

összefüggést mutathat a recidiva hajlammal ezért ezek vizsgálata prediktiv a betegség 

lefolyását illetően. 
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4.3.1. 

a. Jelen tanulmány vizsgálta az irodalomban legnagyobb, 17 klinikailag Ph
+
 acut 

lymphoblastos leukaemia (ALL) beteganyagot kombinált morfológia és FISH technikával, 

annak érdekében, hogy a biztosan el nem kötelezett őssejt (UCSC) eredetű, klinikailag nem 

ismert chronicus myeloid leukaemia lymphoblastos krizist (CML-LBC) elkülönitsük a de novo 

Ph
+
 ALL-től. Az utóbbi sejtvonal érintettségével kapcsolatban (UCSC vs LSC /lymphoid 

őssejt/) – változatos módszerek alkalmazása alapján – ellentmondásos adatok léteztek az 

irodalomban. Az elkülönités a BCR-ABL törtéspont régió alapján, RT-PCR eljárással, nem 

volt lehetséges. A 17 Ph
+ 

ALL között 6 gyermek (pALL) és 11 felnőtt (aALL) szerepelt, 9 

betegség (4 pALL és 5 aALL) az m-bcr, míg 8 betegség (2 pALL, 6 aALL) az M-bcr típusú 

kiméra expressziót illetve átrendeződést mutatta. 

b. A sejtvonal érintettség  sejtvonal specifikus, iFISH eljárással végzett vizsgálatának az ad 

különös jelentőséget, mert - a klinikai lefolyás alapján bizonyitottan - de novo Ph+ ALL vs 

CML-LBC között a legújabb, 65 illetve 33 kbp feloldású oligonukleotid komparativ 

genomikus hibridizáció (aCGH) sem tudott differenciálni: mindkettőben a genomikus profil 

legjellemzőbbje a CDKN2A (p16) és az IKZNF1gén lokuszok valamint a 14q32 régióban az 

IgH és TCR lokuszok vesztései. 

c. Csak azon betegeknél találtunk többsejtvonal érintettséget, akik a remisszió után chronicus 

fázisba konvertálódtak és ezért ezek valójában CML-LBC-nek feleltek meg. Fordítva, az 

UCSC eredetű de novo Ph
+
 ALL  létezésére nem találtunk bizonyítékot, de a vizsgálatunk 

BCR-ABL töréspont heterogenitást kimutatott a LSC eredetű Ph
+ 

pALL-ben illetve aALL-ben, 

egyaránt. 

d. A prognózis és a kezelési stratégia a CML-LBC-ben valamint a de novo Ph
+ 

ALL-ben még 

a tirozin kináz gátlók (TKI) korszakában is eltérő, ezért a sejtvonal érintettség korrekt 

vizsgálata fontos és a klinikai / terápiás döntéshozatal alapját kell képezze. Hasonló 

problémakör a Ph+ de novo acut myeloid leukaemia (AML) valamint a CML-MBC (CML-

myeloblastos crisis) differenciálása. Ez azonban az AML-ek mindösze 1 %-át kitevő előbbi 

kórforma esetében az IgH és TCR lokuszokban aCGH módszerrel leirt egyedi vesztések 

alapján lehetségesnek látszik. Ennek alapján a Ph+ de novo AML a jövőbeni WHO 

klasszifikációkban külön entitásként szerepelhet. 

e. Tanulmányunk keretében a 64, klinikai - laboratóriumi paraméterek vonatkozásában 

essentialis thrombocythaemiának (ET) mindenben megfelelő beteg bcr-abl átrendeződés (Ph) 

és expresszió molekuláris valamint csontvelői morfometriai vizsgálata alapján a bcr-abl 

mRNS+ (bcr+) ET létezik, aránya alacsony, 6.3 %-nak bizonyult.
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f. Vizsgálataink szerint  a bcr
+
 ET el nem kötelezett őssejt eredetű, CML tipusú progressziót 

nem mutat, a csontvelői morfometriai indexek ET tipusúak. Igy az adatok nem utalnak arra, 

hogy a bcr+ ET a CML form fruste állapota lenne, hanem az ET egy variánsának felel meg. A 

Ph+ ET állapot a csontvelői morfológiában erőteljes eltolodást idéz elő CML irányába. 

g. A végső és teljes genetikai különbség a bcr
+
 ET, a Ph

+
 ET valamint a CML között még 

feltárásra vár, de egy közös genetikai jellegük biztosan van: mindháromban, még az elsőben 

is, van egy Ph kromoszóma pozitív klón. Ez arra utal, hogy myeloproliferativ neoplasiára 

hajlamositó milliőben több, mint egy genetikai mutáció, következményes szubklonális 

heterogenitás is kialakulhatnak és azonosithatóak. A domináns (’driving’) vs nyugvó 

(’passanger’) mutációkra eső – akár terápia asszociált - szelekciós nyomás határozhatja meg a 

domináns klónt és a klinikopathologia képet. 

 

4.3.2. 

a. Az irodalmi adatok nagy többsége szerint a CML-es betegekben egy labilis, Ph
+
, de nem 

expresszáló progenitor kompartment is létezik, ezt a tirozin kináz inhibitorral indukált major 

molekuláris válasz (MMR) állapotot vizsgáló tanulmányok is megerősitik, mind az őssejt, 

mind a progenitor sejtpopuláció vonatkozásában. Tanulmányunk szerint a Ph+ 

(kariotipizálás), bcr-abl+ (iFISH) CML tipusú myeloproliferativ neoplasiában az egész 

neoplastikus haemopoetikus állományra kiterjedő, alternáló jellegű, a p230, p210 mRNS-t 

egyaránt érintő expresszió hiány (’silencing’) állhat fenn. 

b. A nem-expresszáló Ph
+
 állapot tovább stratifikálhatja a CML típusú betegség többlépcsős 

patogenezisét. Emellett arra utal, hogy a legújabb TKI kezelési modulok molekuláris 

monitorizálásánál a DNS alapú módszereket kell előnyben részesiteni a relapszus 

predikciójában. 

c. Kombinált feno- és genotipus vizsgálatok alapján klonális kapcsolatot (Ph pozitivitást) 

mutató CML és hajas sejtes leukaemia (HCL) együttes előfordulását írtuk le. 

d. Az ennek kapcsán folytatott B-sejtes ML és MPN kapcsolatának vizsgálata során 

megállapitottuk, hogy MPN-ákban sokkal gyakrabban (32%) detektálható morfológiailag 

fokozott mennyiségű érett lymphoid populáció a csontvelőben, mint amilyen arányban – 

szigorú kritériumok alapján – monoklonális IgH génátrendeződés (IgH-R) PCR-rel 

kimutatható. Az IgH-R+ klonális B-sejt populáció (5 %) illetve a klinikopatológiailag 

manifest B-ML (2.5 %) közel 2 nagyságrenddel gyakoribb MPN-ban, mint az az europai nem 

Hodgkin ML incidenciából következne. Ez azt jelenti, hogy MPN-ákban, különösképpen a 
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több fejlődésben levő formát inkorporáló MPN-NOS-ban IgH-R+ monoklonális B-sejt 

populáció kialakulására predispozició létezik. Ennek az lehet az alapja, hogy a B lymphocyták 

egy változó, de szignifikáns frakciója a MPN klónhoz tartozik, tehát a többlépcsős 

cancerogenesis során legalább 1 genetikai aberrációt már akvirált. Addicionális, lymphoma 

specifikus mutáció, tehát klonális szelekció és fejlődés igy nagyobb valószinüséggel alakul ki, 

mely a MPN-val klonális kapcsolatot mutató B-sejtes ML-hoz vezethet. 

e. Szomatikus hipermutáció analízis szerint az IgH-R+ monoklonális B-populáció illetve B-

sejtes ML MPN-ban egyaránt lehet pre- valamint postfolliculáris eredetű és a CML tipusú 

MPN-ában ismert LBC jellegű progressziótól eltérő patomechanismusú folyamatot képvisel. 

f. Monoklonális B-sejtes populáció felismerése és értelmezése MPN tipusú betegségek 

csontvelő mintáiban komplex molekuláris módszertant igényel. 

 

4.3.3. 

a. CML-ben, a legújabb TKI terápiás korszakban, a legutóbbi, nemzetközi CML 

monitorizálási irányelvekben sem jutott a bcr-abl expresszió vs tumortömeg (Ph+ / bcr-abl-R+ 

sejttömeg) vs betegség reprezentáció összefüggéseinek kérdésköre nyugvópontra. A bcr-abl 

expresszió prediktiv ereje a betegség progresszió vonatkozásában kérdéses.  

b. 68 kezeletlen és IFN-α kezelt beteg 155 perifériás vérmintájának (PV) kvantitativ bcr-abl 

expresszió és iFISH vizsgálata alapján megállapitottuk, hogy a kezeletlen CML tumorsejtek a 

bcr-abl expresszió vonatkozásában nagyfokú, 10
3
 nagyságrendű  heterogenitást mutatnak, a 

tumortömeg és az expresszió mértéke gyengén korrelál. 

c. Először csak a major citogenetikai válasz (iFISH-PV, 1 % ≤ bcr-abl-R+ sejt ≤ 33 %) 

kategóriában csökkent szignifikánsan a bcr-abl expresszió a kezeletlen állapothoz képest. Az 

átcsapási pont, szignifikáns bcr-abl expresszió csökkenés formájában, a kezelt betegek között 

ugyancsak a major citogenetikai válasz (iFISH-PV) elérésénél, a major és minor citogenetikai 

válasz között volt detektálható, de ilyen expresszió csökkenés major és komplett citogenetikai 

válasz között nem volt azonositható. 

d. A tanulmány lezárásáig a legnagyobb publikált, q-RT-PCR-rel mért és iFISH-PV-vel 

jellemzett bcr-abl expresszió és tumortömeg korrelációjára vizsgált kezeletlen ill. IFN-α 

kezelt CML-es beteganyag analiziséből levont következtetés, miszerint a perifériás iFISH 

tumortömeg prediktiv a bcr-abl expresszió szempontjából, egybecseng a TKI kezelt 

betegekben nyert adatainkkal.  
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e. 197 kezeletlen illetve TKI-ral kezelt CML-es beteg csontvelő és vérmintáinak vizsgálata 

során megállapitottuk, hogy 15 %-os csontvelői iFISH határértéket meghatározva az iFISH 

96,8 % pozitiv és 93,8 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai válasz (Ph+ 

metafázis arány 0-35 %) meghatározására (konkordancia: 96.8 %). Ugyancsak szoros 

korreláció mutatkozott a kariotipizálási citogenetikai válasz és a perifériás vérsejtek iFISH 

pozitivitása között (r = 0.90, n = 177). A periférián 15 %-os határértéket megállapitva az 

iFISH 96.3 % pozitiv, és 97,9 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai választ 

meghatározni (konkordancia: 97,2 %). Az utóbbi különösen azért fontos, mert a legújabb 

monitorizálási irányelvek szerint CML-ben a komplett citogenetikai válasz és a betegség 

progresszió szempontjából a perifériás iFISH érték sokkal inkább prediktiv, mint a bcr-abl 

expresszió / major molekuláris válasz. 

f. Ehhez a manuális iFISH értékelésnél akár 1 nagyságrenddel nagyobb sejtmennyiség 

vizsgálatára képes, a jelentős interobserver variabilitást elkerülő,  alacsony Ph+ sejtarány 

mellett is megbizhatóan értékelő, automatizált, 3D iFISH mintázat alapján értékelő 

mikroszkópos eljárást dolgoztunk ki, elsőként. 

4.4. 

a. 365 perifériás T-sejtes lymphoma (PTCL)  vizsgálata alapján megállapitottuk, hogy – 

vélhetően a másodlagos immundeficiencia hatására – a szunnyadó EBV-t tartalmazó B-sejt 

kompartment közel 2 nagyságrendnyi expanziója alakul ki, mely akár HRS-szerű sejteket is 

magában foglaló aktivációhoz vezethet. Ezen HRS-szerű sejtelemek aktivált B-sejt (CD15
-
, 

CD20
+
, CD30

+
, CD45

+
) vagy cHL-HRS sejt (CD15

-/+
, CD20

--/+
, CD30

+
, CD45

-
) fenotipust 

mutathatnak. EBER nuclearis FISH pozitivitás alapján PTCL-kből szortírozott HRS-szerű 

sejtek IgVH FR I – CDR III régiójának, / mRNS expressziójának valamint az IgH 

konzervált oktamer promoter illetve enhancer régió specifikus transzkripciós faktor és ko-

faktor vizsgálata alapján azt találtuk, hogy legalábbis egyes esetekben ezen sejtek az összes 

ismert feno- és genotipus jegy alapján megkülönböztethetetlenek cHL HRS tumorsejtjeitől. 

b. Ez a jelenség az immunszupresszió indukálta, cHL irányú B-sejtes klonális evolúció in vivo 

pathologiai modeljét reprezentálja. A leirt folyamat cHL kialakulásának korai, a citokin függő 

jellegzetes aspecifikus háttér kifejlődése előtti stádiumát képviselheti, melyre – extrapolálva 

az in situ tumor fogalmát – az in situ cHL elnevezést ajánljuk.  
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4.5. 

a. Analitikai citometriai eljárásokat alkalmazva kidolgoztuk kromoszóma transzlokáció 

/t(9;22)(q34;q11.2)/ interfázis citogenetikai (iFISH) jelölésének automatizált, a három 

dimenziós (3D)  iFISH jelmintázat értékelésén alapuló detektálását (l. 3.3.3.f. pont). 

b. Kidolgoztuk és analitikai citometriás jellemzését adtuk a kombinált immunfenotipus és 

iFISH-sel jelölt genetikai (numerikus és strukturális) aberráció, tehát sejtvonal specifikus 

citogenetikai analizis, automatizált mikroszkópos vizsgálatát (l. 3.2.b. pont). 

c. Ezen eredmények kapcsán áttekintettük az iFISH manuális kiértékelésre adott ECA 

(European Cytogeneticists Association) valamint ACMG (American College of Medical 

Genetics) ajánlásokat és szabályokat, továbbá a manuális kiértékelés nehézségeit. 

d. A fentiek miatt foglalkoztunk az automatizált iFISH analizis körülményeivel,  hardver és 

szoftver igényeivel, a szoftver detektálási képességének ’kifejlesztésével’ (training), az 

automatizált vizsgálati paraméter meghatározások sorrendjével, az automatizáció történetével 

és applikációival és perspektiváival. Ennek kapcsán konszenzus standardizációs irányelveket 

körvonalaztunk. 
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