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1. TEMAKOR: KORRELALT FENOTIPUS / GENOTIPUS VIZSGALAT -
KLONALIS HETEROGENITAS / EVOLUCIO HAEMATOLOGIAI
DAGANATOKBAN

A XIX. szazadban kifejlodott fénymikroszképos morfoldgia a tumorok patologiai
vizsgalatdban ma is alapvetd, igy nélkiilozhetetlen. Az immunfenotipizalas kb 30 - 40 évvel
ezelOtti bevezetésével (dramlasi citometria, immunhisztologia) a tumorsejt karakter ujabb
szintje valt vizsgalhatova, mely — legalabbis a széleskorlien alkalmazott immunhisztologia
vonatkozasaban — in situ korrelalt morfologiai és fenotipus megitélést tett lehetové. A mult
szazad utolso évtizedétdl kifejlodé genom vizsgalati eljarasok jelentds része homogénnek vélt
tumorsejt mintakbol extrahalt DNS ill RNS vizsgalaton alapult. Ez nem csak az
inhomogenitasbol eredd tévedés lehetdségét jelentette, de alkalmazasukkal elveszik a
fenotipushoz direkt asszocialt genotipus vizsgalatanak lehetdsége is.

A morfologia / fenotipus illetve a genotipus kozvetlen, korrelalt vizsgalata a technika
mai allasa mellett sem lehetséges minden esetben, kivitelezésiikben azonban esszencialisak az
in situ molekularis technikak. Ezek tipusait és alkalmazhatosagukat az alabbiak foglaljak

0ssze.

1.1.  Insitu molekularis technikak — Interfazis citogenetika. Torténeti attekintés

Nukleinsavak hisztologiai és citologiai prepardtumokban torténd, mikroszkoppal
vizsgalhatd manipulalasat in situ molekularis modszereknek nevezziik. Ezen mddszerek nem
mindegyike, de dont6 tobbsége in situ hibridizacion (ISH), azaz specifikus nukleinsav
szekvencidknak komplementer tovabba jelolt, tehat vizualizalhato, proba DNS vagy RNS
képezi a molekularis citogenetika alapjat. Interfazis sejtek magjain végzett — nem feltétleniil,
de gyakran — fluoreszcens ISH (FISH) a molekularis citogenetikanak azon valfaja, melyet
interfazis FISH-nek / citogenetikanak (iFISH) neveziink. A konvencionalis citogenetika az
iIFISH-t6]1 dontden abban kiilonbozik, hogy mig az elobbi — feloldasanak hatarain beliil — a
teljes genom ¢és annak eltérései attekintését jelenti, az utobbi célkérdésekre ad igen vagy nem
valaszt. Figyelemre méltd kiilonbség tovabba, hogy az iFISH sejttenyésztés nélkiil ad
genetikai €s morfologiai informaciot — elkeriilvén ezaltal a tenyésztés soran potencialisan
fellépd nehézségeket: a kell szamu és mindségli metafazisok hianyat illetve az Gn. klonalis
szelekciot (1.1.1. abra). A patologus szemszogébol kiilonds jelentéséggel bir, hogy
alkalmazédsdnak nem szab hatart a formalin fixalas és a paraffinba torténd beagyazas, ezért

archivalt anyagok metszetein illetve azokbol izolalt sejtmagokon is elvégezhetd.
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Az interfazis citogenetikat felhasznalhatjuk numerikus és strukturalis kromoszoma
anomalidk, patognomikus transzlokaciok valamint — digitdlis képi technikakkal torténd
egylittes alkalmazéds esetén — sejtvonal specifikus genetikai eltérések vizsgdlatira. Az
interfazis citogenetika, a fénymikroszkopia és az immun-citologia/hisztologia digitalis képi
technikakkal torténd egyiittes alkalmazasa alkalmas arra, hogy ugyanazon sejtobjektumrol
morfoldgiai, immunfenotipus €s genotipus informéciokat szolgaltasson, mely mérfoldkd lehet
a patomorfologiai diagnosztikéban.

Az ISH végzése soran a target valamint a proba egyarant lehet DNS vagy RNS. Az
olyan ISH esetében, ahol a target RNS, altaldban gén expresszid vizsgalatrol, mRNS
miatt joval specialisabb koriilményeket igényel — standardizalhatdé (2). ElsGsorban a
tomegesebb RNS ( rRNS, haemoglobin, B-sejt konnytlanc, virus asszocialt) ISH-s szignalok
kvantitalhatok flow citometridsan vagy digitalis mikroszkopia segitségével és a nem in situ,
tehat extrahalt nukleinsav vizsgalati koriilmények kozott a 90-es évek kozepe ota hatalmas
karriert befutdo DNS chip technologiak egyik alapjat képezik (1.1.2. dbra; 3, 4,5, 6, 7, 8). A
sejt — mikroszkop alapi vizsgalati rendszerekben azonban annak, hogy a DNS alapu,
interfazis magban elvégzett ISH jelentdsen nagyobb karriert latszik befutni nem csak az az
oka, hogy a nem radioaktiv RNS hibridizacidé soran a legjabb amplifikacios technikakat is
felhaszndlva sem sikeriil megbizhatéan detektalni az alacsony kdpia szami RNS tartomanyt
(9). Az ok sokkal inkabb az, hogy a gén expressziot sokkal egyszeri(ibb a végtermék, a protein
szintjén, immunhisztologiailag vizsgalni a patologiai diagnosztikdban. A transzkripcio
valamint a transzlacio kiilon-kiilon vagy szimultan torténd vizsgélata csak nagyon specidlis,
altaladban experimentalis koriilmények kozott igényelt. Cellularis DNS szekvencidk citologiai-

hisztologiai koriilmények kozott torténd feltlintetése azonban csak iFISH-sel lehetséges.
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45, XX - 7 6yrs,9 MDS

$ 7 chromosome #7 : green

47, XX +8 6yrs,.$ MDS

chromosome #8 : red

1.1.1. &bra Két kiilonbozo idépontban elvégzett metafazis citogenetikai vizsgalat 7-es
monosomiat ¢s 8-as disomiat (1) illetve 7-es disomiat és 8-as trisomiat (2) mutatott. A jobb
abrarészlet mutatja az MDS-es gyermek csontveld sejtjein a 7-es (z61d) illetve a 8-as (piros)
kromoszdma specifikus probakkal elvégzett kétszinli FISH vizsgalat eredményét, mely szerint
a -7 és a +8 rendellenesség két kiilonb6z6 klonban volt jelen (1).

1.1.2. abra A human 28S rRNS antisense probaval hibridizalt kontrol (A) valamint hemin (B)
¢és forbol-mirisztat-acetat (PMA) (C) kezelt sejtek fluoreszcens mikroszkdpos képe. x720 (6).
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Bar els6ként 1969-ben, egymastol fliggetleniil, Pardue ¢és Gall valamint John és
munkatarsai szamoltak be génszekvencidknak (rDNS) interfazis magokon ISH-val torténd
sikeres kimutatdsarol, a modszert csak 1986-t6l, Cremer nyoman nevezik interfazis
citogenetikanak (10, 11, 12). A torténelminek tekintheté kozlésben a szerzOk az iFISH
napjainkig is érvényes egyik legproblematikusabb jellegét is vilagosan megfogalmaztak: ‘.. the
mayjor technical problems in the hybridization technique is that of denaturing the cellular DNA
without destroying the morphology’ (10). A kezdeti idékben a hibridizacids termék eldhivasara
csak a radioizotopos jelolés allt rendelkezésre, mely ugyan nagy érzékenységet, de alacsony
térbeli feloldast biztositott. Ez az oka, hogy tobb mint egy évtized kellett a modszer
orvosbiologiai-diagnosztikai alkalmazasa igazi fellendiilésének kezdetéhez. A 16kést a
hibridtermék fluoreszcens jelolésének kidolgozasa adta meg. Ez kezdetben a kémiailag
modositott nukleotidok direkt fluoreszcens jelolését jelentette (1980), majd a polinukleotidok
biotin jeldlésének kidolgozéasaval, (1981), a vizualizdlds spektruma valoban szélessé valt (13,
14). A fluoreszcens proba technoldgiaban ujabb mérfoldkovet jelentett a kétszinli, majd a
haromszinii detektalas, a ’combinatorial color-coding” (M-FISH), a ’ratio color-coding’ majd a
’COmbined Binary RAtio (COBRA)’ jelolés (15, 16, 17, 18, 19 ). 1986-ra a kimutathatosag
alsé hatara 50 kilobazisra (kb) csokkent (20), majd — elsésorban az anyagfeltarasi technikak
fejlodésének eredményeképpen — sor keriilt a mddszer rutin paraffinos anyagokon torténd
alkalmazasanak bevezetésére is (21). A 90-es években nem sikeriilt a fenti érzékenységet
hagyomanyos mikroszkopia segitségével meghaladni, viszont a nagy érzékenységli kamerak
(digitalis mikroszkopia) alkalmazasanak bevezetésével a szenzitivitds, a néhany szaz kb-ra
tehetd feloldas mellett, 1-5 kb-ra csokkent (22, 24). A legujabb id6k kihivasat a genomban egy
kopiaban eléforduld szekvencidkban kialakuld pontmutaciok iFISH-sel torténd detektalasa
jelenti. Az utdbbiak azonban részben experimentalis koriilményeket jelentenek illetve fejlesztés
alatt allo teriiletek. A patoldgiai diagnosztika jelentds alkalmazasi teriiletre talalt az 50-100 kb

érzékenységi nagysagrend szintjén is, melynek fobb vonulatai az alabbiak.

1.2.  Szambeli kromoszoma eltérések vizsgalata iFISH-sel

A magasabb rendli eukaryotdk genomjanak 10-20%-at, a sajatos bazisosszetételének
betudhatéan a genom {6 tomegét add DNS-t6] denzitdsa alapjan elkiiloniild, azt ,kisérd”,
szatellita DNS (sDNS) alkotja (22). Az sDNS kiilonb6z6 osztalyainak k6zos vonasa, hogy
rovidebb-hosszabb alapegységeik (monomer) ezerszer-millidszor ismétlédnek a genomban,

ezért tandem (repeat) szekvencidknak nevezik 6ket. A human sDNS egyik forméja az alfa-
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c sy

nem a-sDNS-tol mentes, a teljes genom mintegy 2-5%-at kitevo repetitiv DNS (25). Az a-
sDNS alapegységét az elsoként az afrikai z6ld majmok genomjaban megtalalt, 172 bp alfoid

monomerhez szekvenciajaban és organizacidjaban is nagyon hasonlo 171 bp hosszi monomer

alkotja (26) (1.2.1. abra).

'n' monomer

=
| | l ~171 bp
E1 E2 E1 E2 E1 E2
e P —

J 7 =l B2 3 ==l 0=l =2
= > =

Magasabb rend( ismétl6dd egység

(Higher-order repeat unit - HORU)

1.2.1. dbra: A kromoszomaspecifikus alfa szatellita DNS hierarchikus szervezddése. Az E1 és
E2 hipotetikus restrikciés endonukleazok, melyek a magasabb rendii repetitiv egységen beliil
egyszer hasitanak (26)

Leglényegesebb vonédsa a specidlis, magasabb rendli hierarchikus rendezettség, melynek
Iényege a kovetkez6. A 171 bp monomerek linearis multimereket hoznak 1étre, melyekben az
intermonomer DNS szekvencia divergencia eléri a 20-40%-ot is. Igy az 1.2.1.abran
bemutatott, egy kromoszoman elhelyezkedd monomer 1, 2 és 3 olyan mértékben kiilonbozik
egymastol, mint a mas kromoszémakon elhelyezkedd a-sDNS monomerektdl. Azonban egy
jellegzetes szamu (n) monomert koéveté monomer (n+1) Gjra a monomer 1-gyel lesz
gyakorlatilag (<2% divergencia) identikus. Az n hosszusagu linearis multimert magasabb
rendl repetitiv szekvencidnak (higher order repeat unit, HORU) nevezik. Tobb mint 30 o-
sDNS alcsaladot irtak le (27), melybodl 28-nak, 6sszesen 293 személy genomjanak vizsgalata
HORU-k nagysagaban (monomerek szama), a HORU-k kdpia szdméban és — értelemszeriien
— a primer szekvenciajukban. Ezekbdl kovetkezik kromoszoma specificitasuk, mely azonban
nem teljeskorii. Az 5-6s vs 19-es, a 13-as vs 21-es valamint a 14-es vs 22-es kromoszomak
vonatkozdsdban nincs olyan HORU, amelyek ne mutatndnak jelentds atfedést, igy

kereszthibridizaciot. (Valojaban ez a 14-es €s 22-es kromoszoma esetében nem all, mivel
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mindkettore talaltak specifikus a-sDNS alcsaladot, de ezek a benniik eléforduldé HORU-k
alacsony kopia szama miatt nem vizualizalhatok [27]).

A numerikus kromoszémalis aberraciok kromoszéma specifikus probakkal torténd
detektalasanak alapja az, hogy normal, diszomias garnitura esetén a két homolog szomatikus
kromoszomanak megfelelden két hibridizaciés szignalt kapunk sejtmagokként.
Keresztreagald probaknal (5/19-es, 13/21-es, 14/22-es kromoszoémak) a disomiat 4 szignal
jelzi, mig XY genotipus esetén a szexkromoszomak tekintetében 1-1 intranukleéris
hibridizacids jel lathato. Kevesebb vagy tobb jel az adott kromoszdéma nyerését vagy vesztését
jelzi, mely a keresztreagald probak esetén a két kromoszoma vonatkozdsaban pontosan nem
identifikalhat6 (1.2.2.a-b. dbrdk). Szerencsés koriilmény, hogy a szignalszam a sejtciklusban
elfoglalt poziciotdl nem fligg; az aramlasi citometriasan szortirozott Go-G;, S valamint G,
fazisban levo sejtek (peri)centromer régiora specifikus jeleinek szama azonos, mely a normal
G, sejtek és a valddi (daganatos) tetraszomia elkiilonitésének alapja (29). Az iFISH szignalok
kiértékelésének bioldgiai interpretdldsandl tudatdban kell lenni annak, hogy a szignéalszam
csOkkenése nem feltétleniil jelenti a teljes kromoszéma hidnyat vagy egyaltalan béarmi
rendellenességet. Ritka lehetdségként el6fordulhat a (peri)centromerikus repetitiv szekvenciak
specifikus deletioja (30). A masik lehetdség, hogy a kromoszoéma specifikus HORU-k képia
szamaban individualis kiilonbségek is lehetnek. Igy eléfordulhat olyan genom, amelyben 1-1
kromoszoma a felismerés alapjaul szolgdld szekvencidk alacsony szdma miatt a
detektalhatdsagi szint ald esik (31). Forditva, kromoszéma non-diszjunkcié esetén a
centromerikus régid utddsejtben torténd szétvalasanak esetleges hidnya miatt a tobblet
genetikus anyag — hasonloan a fiziologias G, tetraszomiahoz — iFISH technikaval nem
abrazolodik, és triszomia helyett diszomidnak megfeleld két szignalt kapunk.

Az onkopatologiai diagnosztikdban a DNS tartalom vizsgidlata — elsOsorban az
automatizalt és digitalis technikakat felvonultatd modern aramlési és statikus citometria
elterjedésének tulajdonithatéan — kiilondsen eldtérbe keriilt az utdbbi két évtizedben. Mai
ismereteink szerint a diploid DNS tartalom nem egész szamu tobbszorése — Szemben az
endoreduplikacié révén kialakuld egész szamu sokszorosodédssal — daganatos novekedésre
utald aneuploiditasnak felel meg. Az aneuploiditas vizsgalatanak ott van értelme, ahol a DNS
tartalom kimutatasanak terapias vagy prognosztikus jelentdsége van, igy példaul a kifejezett
malignitdsi  metasztatikus daganatokban magas aranyban el6forduld aneuploiditas
kimutatasdnak kevés jelentdsége van. Nem mutatkozott azonban egyértelmiinek az
aneuploiditds prognézisra gyakorolt hatdsa primer daganatok széles korének atvizsgaldsa

alapjan sem. Egyes daganatokban (hdlyagrék, colon carcinoma, nagysejtes tiidérak, ovarium



dc_1046_15 12

tumor, veserak, stb.) a negativ prognosztikai hatas egyértelmii, mig masokban (emld, cervix
carcinoma, kissejtes tiidorak, stb.) az aneuploiditds nem bizonyult fiiggetlen prognosztikai
faktornak, az Osszefiiggés bizonytalan vagy egyaltalan nem létezik (32, 33). Savos hartydkon
terjed6 daganatok — 1évén metasztatikus tumorok — nagy szazalékban mutatnak ancuploiditast,
melynek kimutatdsa jelentdsen, akar 40%-kal is ndvelheti a citoldgiai vizsgalat hatékonysagat
(34). Vannak olyan malignémak is (pl. a gyermekkori pre-B-lymphoblastos malignus
lymphoma/leukaemia), melyekben nem csupan az aneuploiditas jelenléte, de az aneuploiditas
mértéke (a daganatos klon DNS tartalma vs a normal diploid DNS mennyiség = DNS index
[DI]) is meghatarozo és az egyik legfontosabb, fiiggetlen prognosztikai faktor (35, 36).

Aramlasi vagy statikus DNS citometridval a sejtmagok teljes DNS tartalmat
vizsgaljuk, mellyel a durva aneuploiditds konnyen felismerhetd, ugyanakkor ezen modszerek
feloldasanak hatdrai vannak. A kromoszoma méretétdl fiiggden kb. 2 kromoszoma nyerése
(triszomidja) vagy vesztése (monoszomiaja) — mely diszkrét aneuploiditds, de jelentds
genomikus valtozds — méréstechnikai okoknal fogva nem feltétlentil mutathaté ki ezen
citometriai eljarasokkal (37). Ugyancsak nem nyilvanul meg aneuploiditisban a fenti
citometriai vizsgald modszerekkel az az eset, amikor ugyanannyi (vagy kb. ugyanannyi, - a
klén szédzalékos aranyatol, a kromoszéma nagysagatol is fliggden) kromoszéma mutat
triszomiat és monoszémiat, ezaltal egymas ellentétes hatdsait teljes DNS tartalom szinten
mintegy kiegyensulyozva (pszeudo-diploidia) (1.2.3 dbra).

Tehat mindazon esetekben, ahol egyébként az aneuploiditds kimutatdsanak
prognosztikai—terapias vonzatai vannak, tovabba a statikus és aramlasi citometria feloldasi
korlatai miatt az eltérések nem mutathatok ki, vagy specifikusan bizonyos kromoszoma(ak)
eltérései meghatarozoak a diagndzis szempontjabol, a numerikus kromoszéma eltérések
interfazis citogenetikai eljarassal torténd vizsgalata jelentdséggel bir és interfazis magon az
egyetlen eljards a kérdés megvalaszolasara. Az interfazis citogenetikanak kiilonos jelentdsége
¢s feloldo ereje van a daganatokban gyakori — de a humén genetikaban is komoly
diagnosztikai nehézségeket okozd — mozaicizmus vizsgalataban is (38, 1), A patoldgiai rutin
diagnosztika szempontjabol értékes, hogy a (peri)centromerikus probakkal torténd ISH
alkalmazhaté metszet (fagyasztott v. formol-paraffinos) koriilmények kozott is (21), illetve a
kivant szekvencidk ilyen jellegli anyagokon mas technikaval, pl. az Gn. ,primed in situ
labeling” (PRINS) eljarassal is el6hivhatok (39) (1.2.2.c-d. dbrak). Bar kiilonb6z6
elokezelések a nukleoprotein komplex feltdrasara, a target DNS-hez torténd jobb
hozzaférhetoségének biztositasara ajanlottak (40, 41, 28), nem a technikai kivitelezhetdség,

hanem az eredmény kiértékelése és interpretdlasa problematikus. Paraffinos metszet
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koriilmények kozott ugyanis a magok jelentds részének csak egy szelete keriil a néhany
mikrométer vastag metszetbe, igy ha a hibridizaciés probaval kimutatandé kromoszoma
részlet a mag-szeleten kiviil helyezkedett el, értelemszertien hibridizacios szignalt nem
kapunk, fals negativitas (fals monosomia, disomia, stb.) all el6. Ezt a jelenséget ’trunkacios
effektus’-nak hivjuk. Ennek tudhat6 be, hogy a numerikus kromoszoma eltérést hordozo
malignus klon aranyanak paraffinos metszet koriilmények kozott legalabb 25%-nak kell
lennie, hogy felismerésre keriiljon (42). Ez jelentdsen eltér a citologiai preparatumokon (egész
magok) nyert észleleteinktdl, ahol — a keresztreagdlo ¢és a kovetkezetesen gyengébb
eredményt add 15-6s kromoszoma (peri)centromerikus probaitol eltekintve — az Osszes
szomatikus valamint nemi kromoszéma vonatkozasaban a normalis kromoszoéma garnitira
kimutathatdsaga, tovabba a fals kromoszoma vesztés illetve nyerés 93.7%-98.6%-nak, 1.9%-
4.8%-nak illetve 0-3.6%-nak adodott (43). A trunkacios effektus lekiizdheté vastag (20 um-
es) paraffinos metszetek konfokalis pasztdzo lézer mikroszkdppal torténd letapogatasaval, ez
azonban még a specialis laboratoriumok szamara is rendkiviil technika-, munka- és
idGigényes, rutinszeriien jelenleg még nem alkalmazhat6 (44). A metszeteken elvégzett
vizsgalat értékelhetdségének korlatait figyelembe véve hasznos alternativa a paraffinos
blokkbdl izolalt magok interfazis citogenetikai analizise. A statikus vagy aramlasi citometria
szamara torténd, hagyoméanyos magizolalasi proceduraval (45) Iényegében megegyez0 eljaras
sordn a trunkécios effektus hatranyaival nem kell szamolni, igaz a morfoldgia-topografia is
elvész. Ennek ellenére célkérdések megvélaszolasara az eljaras nagyon jol hasznosithato

(1.2.2.e-f-g. abrdk).
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chr 13/21

1.2.2.a-b. 4bra: Hiperdiploid (DNS index: 1,28) gyemekkori ,,common” acut lymphoblastos
leukaemia. Az alkohol fixalt sejtszuszpenziobdl késziilt citologiai preparatumokon
kromoszéma specifikus (2) valamint keresztreagaldo (b) probakkal elvégzett iFISH reakcio

crer

£

1.2.2.c-d. dbra: Papillaris renocellularis tumor paraffinos metszetrdl késziilt fénymikroszkdopos
képe (¢, HE, x 350) valamint a cryostatos metszeten késziilt 17-es kromoszoma iFISH reakcidja
(d, x 650). A Heidelbergi Klasszifikacio (87) értelmében az adenoma vs carcinoma differencial
diagnosztikdjaban benignus 1€zi6 mellett szol egyéb kromoszoma eltérések hianyaban a 7-es,
17-es trisomia és az Y kromoszoma vesztése (»). Inzert: normal tubulus megtartott Y €s 7-es
kromoszoma garnitaraval(28) (—).

AIB-ML (17924/96) 1.2.2.e. abra: T-sejt  receptor  klondlis
' génatrendezddést mutatd  angioimmunoblastos

. malignus lymphoma paraffinos blokkjabol izolalt

: magokon elvégzett iFISH reakcid, mely a 12-es és

a 15-0s kromoszoma triszOmiajat valamint a

normal klonalis progressziot mutatja. Az

15 ' angioimmunoblastos lymphadenopathia-szerii

atipusos lymphoproliferaciok esetén a tumoros
transzformécid megitélése morfologiailag sokszor

nem  egyértelmli, ebben a  citogenetikai
abnormalitasok illetve a klonalis atrendez6dés kimutatasa nytjt tampontot (28).
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1.2.2.f-g. abra: Chronikus lymphoid leukaemia (CLL) fénymikroszkopos képe (f, HE, x 250)
valamint a paraffinos blokkbol izolalt magon elvégzett, 12-es triszOmidt mutat6 iFISH
reakcioja (g, x 1400). A morfoldgia alapjan nem azonosithatéo a CLL 12-es tri-/tetraszémiat

mutatd, prognosztikailag elénytelen szubtipusa (28).
L 900 a [ 900 b
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1.2.3. &bra: Aramlasi citometriss DNS eloszlas gorbék kezeletlen gyermekkori acut
lymphoblastos leukaemias betegek csontveld mintdin. a. diploid DNS eloszlas a jelentos
szamu, iFISH-sel kimutatott szambeli kromoszoma eltérés ellenére (pszeudo-diploidia); b.
Osszhangban a iFISH-sel kimutatott kromoszoma vesztésekkel hipodiploid aneuploid
populaci6 abrazolodik a DNS eloszlas gorbén (43).

c)

a) b.) YAC
n, } n I ------- = e oo
| —
n, l | ——— hil_______ t| e
t E ts g t, ——————
normal transzlokacid normal transzlok: normal transzlokacié
= 2
- * e ®
E, —> —
. - S o
LIV .
prébak tavolsaga < 200 kb probak tavolsaga 750!

1.3.1. 4dbra Transzlokaciok FISH-IPC technikaval torténd kimutatdsanak néhany valtozata.
a: A piros és zold szinnel jeldlt probak a transzlokacido eredményeképpen egymas mellé
keriilé régiokkal hibridizalnak. Ha a toréspont régidé kb. 200 kb-nal nem hosszabb, akkor a
transzlokacié kovetkeztében - a szignaloknak a beeso fény iranyatol torténd elhelyezkedésétol
fliggetlentil - un. fuzids szignal (sarga) keletkezik a feloldas hatara miatt (1. 1.3.2.d. abra).

10
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b: A piros és zold szinnel jellt probak a transzlokacidoban részt vevd két kromoszdéma
egyikén a toréspont régiod két oldalan elhelyezkedd szakaszokkal hibridizalnak. Kb. 200 kb-
fazids szignal, vagy - gyakrabban - szeparalt, de kolokalizalt szignalok jelzik a normalis
kromoszdmat. A szignalok térbeli eltdvolodasa kromoszéma torésre utal (1. 1.3.2.b. abra 2-€s
¢s 3-as jelzésu sejtek).

c: Kiilonosen hosszu toréspont régio esetén alkalmazhatok az egy Mb nagysagrendet
képviseld, a toréspont régiot atfedd YAC klonok. A kromoszéma torése esetén az egy
kromoszomat reprezentald egyetlen szignal kettOre hasad, a tortvégek a proba hosszusaga
miatt vizualizalhatok. nj, nz: normdl kromoszémak; ti, to: transzlokdcioban részt vevd vagy
torést szenvedett kromoszomak (28).

G QR REI
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(*e 0 04 ALK
o0 2200 000
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1.3.2.a. 4bra: A citas jellegli B-sejtes malignus lymphomdk legelénytelenebb varidnsat
képviseld kopenyzona lymphoma (MC) fénymikroszkopos képe a maradvany, reaktiv
centrum germinativum ¢és a tumoros kopenyzona részlettel. A tumor progresszio
eredményeképpen eltlind reaktiv csiracentrumok esetén a morfologiai kép Onmagaban
differencial diagnosztikai problémakat jelenthet.

1.3.2.b 4bra: Kopenyzona Ilymphoma fagyasztott blokkjabol késziilt lenyomati
készitményeken elvégzett iFISH reakcio (x 1400). A felhasznalt cosmid probék (cos 6.7 és
cos H 1.5; 59, 60) a major transzlokacids cluster két oldalan, egymastol 750 kb-ra
helyezkednek el, az egyéb lympho- és myeloproliferaciokban eléforduldo 11q13 torést nem,
csak az MCL-re jellegzetes 11q13 régioban bekovetkezd torést detektaljak. Az egyik zold-
piros szignalpar ko-lokalizalt (P ) az egyik (normal) 11-es chromosomanak megfelelden a 2.
¢és 3. jelt sejtben, mig a masik szignalpar disszocialt, mely a specifikus toréspont régidoban
bekovetkezett, MCL-re pathognomikus torésre utal. Inzert: az 1. jelli normal lymphocytéban,
a két normalis 11-es kromoszomanak megfelelden észlelhetd két ko-lokalizacids szignal (P>,
28).

11
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1.2.

R0 S 2% 1.32c  4bra:  Subcutan,
34 RN =% % anaplasias, kloroacetat észteraz,
piyl| S e lysosym, CD15, CD68,
2R %ty . peroxidase, T- és B-, epitelialis,
0% o) | neurogén, myeloid és myogen
' o,?}: ] | markerekre  negativ  tumor
vy "zk FARE 2. fénymikroszkopos képe
2 _,\i & % (Giemsa, x 400).
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1.3.3 abra: A negativ sejt normal kromoszoéma garnituraval (e krsz 3,

és

fagyasztott blokkjabol késziilt
lenyomati készitményeken P1
klénok (Vysis) felhasznalasaval
elvégzett ber (zold)-abl (piros)
transzlokacié irdnya iFISH (x
1400), 22-es triszomia és 9-€S
tri- valamint tetraszomia
tovabba multiplex Philadelphia
(PH-chr)

abra).

kromoszéma
¢szlelheté (I 1.3.1.a.
Diagnozis: Chloroma (28).

krsz 7, » krsz 17 CEP

9 p21 deletios LSP probak /Vysis ® UroVysion/, @ DAPI hattér magfestés). B vizelet

mintabol szarmazo daganatsejt abnormadlis kromoszéma-garnitaraval (++3, +7, +17, del
9p21). C kontrollként hasznalt urothelialis carcinoma sejtvonal sokszoros genetikai
aberracioval (63x, fluorescens scanning mikroszkopos felvétel; sajat, nem kozolt vizsgalatok).

12



dc_1046_15 12

1.4.1. abra Az MG-63 sejtek transzmisszids (A—C) és fluoreszcens (D) mikroszkdpos képei. A
preparatumokon vagy kizardlag az eziistozéssel feltlintetett nukleolaris organizéacios régio
(Ag-NOR) reakcio (A) vagy Ag-NOR és a 28S rRNS-re specifikus FISH reakciok (B-D)
torténtek. A C illetve a D abrarészlet ugyanazon latomezdt mutatja transzmisszios illetve

fluoreszcens tizemmodban. Méretjelz6 ( ) =10 um (7).
L 1.4.2. abra: a. CD10+/t(12;21)+acut
Relokalizacio lymphoblastos  leukaemia  (pre-B-

ALL) sejt; b. CD10+/t(12;21)- normal
haematogonium; c. CD10-/t(12;21)-
differencidlt normal sejt. Konzekutiv
immunfluoreszcencia és FISH-IPC,

majd az objektumok 3D vezérelt

mikroszkopos relokalizacioja (78).
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1.3.  Strukturalis kromoszoma rendellenességek vizsgalata iFISH--sel

A struktirédlis kromoszéma eltérések koziil az interfazis citogenetika elsdsorban a
transzlokaciok kimutatdsa teriiletén nyert alkalmazast. Ennek {6 oka, hogy az iFISH céljara
legkonnyebben nyerhetd mintdkat a haemopoeticus rendszer daganatai képezik, melyek —
szemben az elsdsorban deléciokat ¢s amplifikacidokat mutatd szolid tumorokkal — bévelkednek
kiegyensulyozott transzlokaciokban. Ugyanakkor az interfazis -citogenetika alkalmas
intersticialis mikrodeléciok ¢és génsokszorozodas kimutatasara is (46). A reciprok
transzlokaciok egy része alapvetden patognomikus a betegség természetét illetden (t[9;22],
chronicus myeloid leukaemia; t[8;14], Burkitt lymphoma; t[14;18], follikularis lymphoma;
t[11;14], kopenysejtes malignus lymphoma; stb.), mas résziik egy-egy daganatféleség,
morfoldgia vagy immunfenotipus alapjan el nem végezhetd, terdpia és progndzis relevans
stratifikdldsanak alapjat képezik (t[8;21], acut myeloid leukaemia szubtipus; t[4;11] és
t[12;21] gyermekkori acut lymphoid leukaemia szubtipus, stb.). A transzlokéaciok elofeltételét
képezd kromoszoémalis torések gyakorlatilag soha nem egy meghatarozott szekvencia pontnal,
hanem hosszabb-révidebb régioban halmozodva fordulnak elé. E régid nagysaga (hosszisaga
kilobazisban [kb] - megabazisban [Mb]) hatarozza meg, hogy a kiilonb6z6é detektalasi
tartomdnnyal rendelkezd aldbbi modszerek koziil melyek alkalmasak a transzlokéacio
kimutatasara: konvencionalis citogenetika: 8-12 Mb ; fiber-FISH, pulse field gél
elektroforézis [PFGE], iFISH: 250-500 kb; Southern blot: 20-25 kb; polimeraz lancreakciod
[PCR]: néhany kb (47). Szdmos transzlokacid esetében a tortéspontok 100 kb nagysagrendii
régioban szorodnak (48, 49), a fiber-FISH valamint PFGE nagy laboratoriumi felkésziiltséget
igényld, diagnosztikaban kevéssé alkalmazhat6 technikak (30). A fenti koriilmények miatt az
iFISH a transzlokaciok kimutatasaban hasznos és nagy specificitasu, mert i. a konvencionalis
citogenetikdval szemben — a bevezetdben emlitett elonyein til — a molekularis/maszkirozott
transzlokaciokat (kb. 10 Mb-nal kisebb szakaszok cseréje) is képes kimutatni (50, 51); ii. a
toréspont régiod tobb szdz kb hosszisaga esetén — kiilondsen akkor, ha az RNS érés miatt
jelentésen rovidebb kiméra mRNS nem irddik le és igy a reverz transzkipciés PCR (RT-PCR)
technikak nem alkalmazhatok — nehéz lehet akar tobbszords primer parok alkalmazasa esetén
is olyan DNS alapu PCR eljarast talalni, mely a translokaciot kelld hatékonysaggal kimutatja.
A transzlokéaciok iFISH technikdval torténd kimutatasanak tobb gyakorlati megoldasa
lehetséges, melyet elsésorban a toréspont régid nagysaga és feltérképezettsége valamint a
potencialis partner kromoszoma szam (egy vagy tobb) hataroz meg (1.3.1.a-b-c.dbrdk).

Harom alaphelyzet — a toréspontot 4tfedd (’spanning’) proba, a toréspont két oldalat eltérd
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szinben jelold disszocidcios (’splitting’ vagy ’break-apart’) probak, a két toréspont 1-1
oldalat eltérd szinben jelold ko-lokalizacios vagy fizids probak — valamint ezek kombinacidi
léteznek, az egyes moddszerek fals pozitivitasa és automatizalhatdosaga azonban jelentOsen
eltérd (52). Mindegyik esetben azonban egyedi, egyszeres kopidban eléforduld szekvenciak
vizualizalasa sziikséges, ezért a repetitiv szekvencidk kimutatdsanal hasznalatos néhany kb
hosszlisagu inzertet tartalmazo plasmid vektorok e célra nem alkalmasak. Helyettiik a 45 kb-
tol Mb nagysagrendig terjedd nagysagu proba DNS-t tartalmaz6 cosmid, P1 klon, bakterialis
arteficidlis kromoszoma (BAC), Pl arteficidlis kromoszoma (PAC), yeast arteficialis
kromoszéma (YAC) vektorok hasznalatosak (53).

Az alkalmazasi teriiletekre harom kiragadott példaval utalok. A bcr-abl atrendezddés
[t(9;21)(q34;q11)] illetve expresszid kimutatdsara az iFISH és az RT-PCR egyarant
alkalmazhaté 95-99 illetve 100 szazalékos hatékonysaggal (54, 55, 56, 57, 58, 48). A két
eljaras egyiittes alkalmazisaval a malignus klon expanzidjanak illetve a kiméra gén
expresszidjanak monitorizalasa lehetséges, melyek terdpiara nem feltétleniil paralell valtozo
paraméterek. Ezzel szemben az egyes esetekben klasszifikalasi nehézségeket okozo, agressziv
bioldgiai viselkedésli kopenysejtes malignus lymphomara jellegzetes t(11;14)(q13;q32) esetén
a toréspont régid 500 kb-nal is hosszabb lehet, kiméra mRNS nem irédik le, igy PCR
technikaval a transzlokacid az esetek kb. 1/3-dban, mig megfeleld iFISH eljarassal 95-100%-
ban kimutathaté (1.3.2.a-b.abra) (47, 60, 61, 62, 63). A lagyrész tumorok molekularis
(64). Hasznos lehet a lenyomati készitményeken, fagyasztott blokkbol kinyert magokon, s6t
paraffinos anyagon 1is elvégezhetd 1FISH vizsgalattal fenotipikusan (morfologia,
immunhisztologia) nem jellemezhetd anaplazias jellegli daganatok patognomikus
genotipusanak megallapitasa, mely gyakran terapia relevans (1.3.2.c-d.abra). A fluorokrom
valamint a filter technoldgidk rohamos fejlddésével lehetové valt tobbszords genetikai
aberraciok (numerikus + strukturalis) egy sejtmagban torténd vizsgalata (1.3.3. dbra), melyek

klinikai citologiai mintakon torténé felhasznalasa is megindult.

1.4.  Klén specifikus genetikai vizsgalat iFISH-sel

Konvencionalis citogenetikai vizsgalat soran — az eljaras lényegébdl adodéan — nem
lehet megallapitani egy adott metafazishoz tartozé ‘eredeti’ interfazis sejt fenotipusat
(morfologia-immunfenotipus). Amennyiben a genetikai valamint fenotipus jellegll
informaciok ugyanazon sejtféleségrol rendelkezésre allnak, ez nem csupan a kétféle adatbazis

statisztikai  Osszegzését, hanem korreldlt adatgyiijtést, mindségileg magasabb szintii
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informaciot jelent. Ez lehet morfoldgiai paraméter €s expresszid kvazi szimultan vizsgalata is
(1.4.1. abra). Ugyanakkor nem csak elméleti — patogenetikai, de gyakorlati — terapias
jelentdsége is van a kombindlt fenotipus versus genotipus vizsgalatok végzésének. Ez a
hagyomanyos morfologia, az immunhisztoldgia/citologia valamint az interfazis citogenetika
otvozésével — a digitdlis mikroszkopia nyujtotta lehetdségek felhasznaldsaval —
megvalosithatd. A hagyomanyos alapfestés, az immunreakcié majd az interfazis magon az in
situ hibridizacié egymast kovetden elvégezhetd. A sorrendben mindenképpen utolso kell
legyen az iFISH reakcio, hiszen az optimalis feltardshoz — préba penetracidhoz olyan
elokezeléseket alkalmazunk, amelyek soran a citoplazma nagyrészt elvész, a mag duzzad,
tehat a morfoldgiai megitélés és azonositas lehetésége nagyfokban csokken, a topografia
azonban megmarad. Igy egy megfelel objektum visszakeresd rendszerrel ellatott mikroszkop
segitségével a procedira egyes fazisaiban felvett képek szuperpondldsaval a feno-, és
genotipus in situ rekonstrualhato. Az eljarast FICTION (Fluorescent immunophenotyping and
Interphase Cytogenetics as a Tool for Investigation Of Neoplasms) illetve MAC
(morphology-antibody-chromosomes) technikanak is hivjak (65, 66, 67, 68, 69). E
technologia alkalmazasi teriileteire kiragadott példaként emlitheté a dysplasia-carcinoma
kérdéskor (in situ lobularis carcinoma, PIN, CIN) (70, 71, 72), ahol az eljaras a specifikus
genetikai eltéréshez asszocidlt morfologia azonositdsaban nyujthat jelentds segitséget; az
elkotelezetlen Ossejt eredetii versus ,lineage specific” myeloproliferaciok terapias
szempontbol  fontos elkiilonitése, kiilonds tekintettel a Ph negativ  kronikus
myeloproliferaciokra, a myelodysplasids szindromara és egyes acut leukaemidkra tovabba a
minimalis rezidualis betegség teriilete illetve a posttranszplantacidos kimérizmus kérdéskore
(73, 66, 74, 75,76, 77) (1.4.2. dbra).

Osszességében valosziniisithetd, hogy az interfazis citogenetika — kiilondsképpen
MAC/FICTION eljaras formajaban torténd felhaszndlasaval, - mintegy két évtizeddel az
immunhisztologiai modszerek szélesebb korli elterjedése utan, ahhoz hasonld jelentdségtl,
additiv modszertanna fejlédik a patomorfologiai kutatasok és diagnosztika teriiletén (79, 80).
Az iFISH technika valamint az automatizalt fluoreszcens pasztazo (scanning) mikroszkopia
(FSM) egyiittes alkalmazisa tovabbd az automatizalt pasztazd 1ézer mikroszkopia (LSM)
adatfeldolgozo sebességének tovabbi fejlddése — a modern képalkotd radiologiai eljarasok
mintajara — elvezethet ahhoz, hogy a konnyebben vizsgalhato citologiai preparatumok mellett
vastag szOovet metszetek rétegeinek fenotipusa és genotipusa in Situ szimultan eléallithato

legyen.
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15. Tumor heterogenitas - klonalis expanzio

A fénymikroszkdpos megjelenés alapjan a malignus daganatok jelends részének
heterogenitdsa valamint a malignitas fokdnak ndvekedésével, a klinikai progresszioval
novekvo dedifferencidlodas, hisztoldgiai éretlenség fejlodési folyamata régrél ismert a
patomorfolégusok szamara. Ugyanakkor mas esetekben, els6sorban akut ¢s kronikus
leukémidkban valamint limfoméakban a szinte teljes morfologiai homogenitds mellett a
molekularis éra vizsgald eljarasai kifejezett heterogenitdst / polimorfizmust tartak fel.
Malignus daganatok evolacios modeljét el6szor Nowel, P.C. (1976) korvonalazta (81).
Hangstlyozta a tumorok ¢és leukaemidk egysejtes eredetét €s a késObbiekben konzekutiv,
egyre fokozddd ndvekedési elénnyel jard, igy klondlis expanziot eredményezd mutaciok
alapjan torténd linearis evolucigjat. A kozelmult, elsésorban gyermekkori leukémidkon
valamint bizonyos szolid tumorokon ( prostata karcindma, hererak) folytatott experimentélis
valamint klinikai vizsgalatai megerésitették a tumorsejt evolicio koncepciot, de a Darwin-i
egyedfejlodési modellel 1ényegében megegyezd, fadgszerben elagazd evoluciés modelt
valoszinisitettek (82, 83, 84, 85). Meghatarozasra keriiltek a klonalis expanzié szempontjabol
meghataroz6 illetve ebbdl a szempontbodl kevéssé lényeges ( u.n. ’driver’ vs passanger /
hitchhiking) mutacié valamint a ’cancer initiating / propagating cell’ (rdk dssejt) fogalmak.
Elsdsorban az utdbbi, tovabbi vizsgilatokkal alatdmasztandd, alaposan gyanitott
heterogenitasa tehetd feleldssé a therdpias kudarcok jelentds részéért €s — paradox modon - a
rezisztens sejtekben kialakuld evoliciés nyomas kialakulasaért. Mindezek miatt a kérdéskor

vizsgalata nem csak patogenetikai, de klinikai / terapias szempontbdl is Iényeges.

1.6. Atvezetés

A J. of Cell Science egyik 2003-as szamanak ‘Fluorescence in situ hybridization: past,
present and future’ cimi cikkében Jeffrey M. Levsky és Robert H. Singer a DNS-t/gént
detektalo multi-target FISH kifejlodésének 6 mérfoldkovét hatarozza meg (nukleotidok direkt
fluoreszcens jelolése — kétszinli detektalas — haromszinli detektalas — combinatorial color
coding — ratio color coding — COBRA) (86). Kiilonos de ezek mindegyike kutatok egy sziik
csoportjahoz ¢és egy intézethez kotddott: Department of Cytochemistry and Cytometry
(jelenleg: Department of Molecular Cell Biology), Leiden University Medical Center. A
sorban az elsé mérfoldko a Feulgen dijas Jan G.J. Bauman nevéhez fiizodik, akivel 1988-ban

rovid ideig egyiitt dolgozhattam fluoreszcensen jelolt hibridek kvantitativ detektalasa
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témakorben €s aki meghatarozta az in situ molekularis technikak iranti elkotelezettségemet,
mert patomorfolégusként a morfologia/fenotipus asszocidlt genotipus sejtszintii
meghatarozasanak lehetéségét lattam benne. 1990-92-ben a fenti cikk szerzéivel — akik
viszont az mRNS/expresszio in situ hibridizacios detektalasa fejlodésének tobb mérfoldkovét
jegyzik — a University of Massachusetts Medical Centerben egy 1égtérben dolgozhattam. S bar
nem egy témakorben dolgoztunk, komoly szellemi hatasokat kaptam toélilk az in situ
molekularis technologidk teriiletén. 1994 és 1997 kozott két EK-i palyazatot 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 els6 egy atfogd és a fenti leideni intézetbdl iranyitott eurdpai ’Consent Action’ tipust
projekt volt, melynek Program Managing Group-jaba — K6zép Kelet Europa képviseletében —
bevalasztottak. A kibontakozo 1j technoldgia és szellemi aramlat a feno- és genotipus
‘egysejtes’, korrelalt azonositasa révén Uj morfologiai latasmoddal kecsegtetett, mely
kiilondsen Ujszerli megkozelitést valoszinisitett a tumorsejtek klonalis heterogenitdsanak és
evollicidja vizsgdlatanak teriiletén. A technoldgiat a 90-es évek elejétél Magyarorszdgon
terjesztve, a korrelalt geno- / fenotipus vizsgalati know-how-t fejlesztve, elsGsorban a
gyermekonkologiai valamint a felndtt onko-haematologiai teriileten végeztiink vizsgalatokat
tudomanyos kérdések megvalaszoldsara. Ezek eredményeit a patoldgiai diagnosztika és a
prediktiv patologia teriileteire is igyekeztiink bevezetni.

Ennyi a szellemi—gazdasagi—egészségiigyi ’public benefit’-je annak a tevékenységnek,
melynek kozos kulcsszava a ,,interfazis fluoreszcens in situ hibridizacio, FISH”, s melynek
tudomanyos kozlemények formajaban megjelent szemelvényeit a kovetkezd fejezetek
tartalmazzak. A PubMed adatbazis szerint a "FISH’ kulcsszdval publikalt kozlemények szama

az elmult évszazad utolso évtizedében 100 x-ra nétt (86).
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2. MODSZERTAN - BETEGANYAG

2.1. A hiperdiploid gyermekkori pre-B acut lymphoblastos leukaemia szubklonalis
architekturaja

2.1.a. Beteganyag

Osszesen 214 kezeletlen gyermekkori pre-B-sejtes acut lymphoblastos leukaemiés (pre-B-
pALL) beteg csontveld mintajat vizsgaltuk, a lany / fia arany 105/109-nek, az atlagéletkor 5.9
évnek felelt meg. Ebbbl 194 de novo, 20 pedig relapsus betegség volt A diagndzis minden
esetben a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Koézpont (PTE-KK) Pathologiai Intézetében
illetve jogelddje (1994 - 2000 kozott) altal kertlt feldllitdsra az aktualisan érvényes
morfoldgiai, fenotipus és genotipus kritériumok alapjan (1, 2). Csak azok a pre-B-pALL
mintak keriiltek tovabbi vizsgalatra, akiknél az alabbi 8-paraméteres iFISH analizisiink soran
hiperdiploid statusz keriilt megallapitasra valamint negativak voltak t(9;22)(g34;911.2) (BCR-
ABL1 gén fazid), t(v;11g23) (MLL gén torés), t(12;21)(p13;q22) (ETV6-RUNXL gén fuzid) és
t(1;19)(q23;p13.3) (TCF3-PBX1 gén flizid) genetikai abberaciokra.

2.1.b. iFISH probak

A 4, 6,10, 17, 18 és az X kromoszémak numerikus abberacioit kimutatdé centromer
probak (CEP — centromere enumeration probe) sajat laboratéiumunkban rendelkezésre alltak
a korabbi publikacioknak megfeleléen (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). A 14-¢s és 21-es kromoszémara
lokusz specifikus probat (LSI, locus specific identifier) terveztiink a kovetkezd adatbazisok

felhasznalasaval http://www.ensembl.orq, http://genome.ucsc.edu/,

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

hibridizaciés (CGH) array adataink alapjan olyan BAC klonokat vélasztottunk, melyek a 14-
es illetve a 21-es kromoszoma stabil régioit fedték le: 25,309,486 — 26,165,333 illetve
38,801,781 — 39,646,010. A proba lokuszok a GRCh37 (GCA _000001405.14) szerint
keriiltek megjelolésre. A CEP és az LSI probak szenzitivitasat, specificitasat €s a szignalok
mindségét nemzetkozileg elfogadott eldirasok szerint hataroztuk meg (10). Az iFISH jelek
intensitasat, a fluoreszcencia erdsségét, a probak hibridizaciojanak sorrendjét valamint a
probak mennyiségét a probak valamint az egyes fluorokromok szdmos kombinacidjaban
teszteltiik annak érdekében, hogy az iFISH reakciokat optimalizaljuk. Ennek eredményeként
az els6 kor probamix (CEP mix) CEP4 (voros), CEP6 (z6ld), CEP10 (aqua) és CEP18 (gold),
a 2. probaszet (LSI&CEP mix) LSI14 (voros), LSI21 (zold), CEP17 (aqua) és CEPX (gold)

komponensekbdl allt.
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2,1.c. A FISH prébak processzalasa és jelolése.

A plasmid és BAC klénokat standard technikaval novesztettiik fel, izolalasukhoz High
Pure Plasmid Isolation Kit-et (Roche Kft, Budapest, Hungary, Cat no. 11754777001)

hasznaltunk. Az izolatumok koncentraciojat ¢és  mindségét NanoDrop 1000
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE), valamint a megfeleld
restrikcids endonukledz emésztéssel hatdroztuk meg. A tisztitott plasmid / BAC DNS
mindegyikét random priming modszerrel, Green-dUTP, Red-dUTP (Enzo Life Sciences,
Farmingdale, NY) valamint Atto425-dUTP (aqua) illetve Atto532-dUTP (gold) (Jena-
Bioscience GmbH, Jena, Németorszag) fluorescens jelolt nukleotidek tovabba BioPrime®
DNA Labeling System (Invitrogen, Life Technologies Hungary Kft, Budapest, Magyarorszag
) reagensekkel jeloltiik, a gyartdé utmutatdsai alapjan, mindegyik reakcidoban 400 ng templat
DNS-t hasznalva. A jelolt DNS-t Illustra MicroSpin G-50 Columns (GE Healthcare, Budadrs,
mértiik és gél elktroforézissel ellendriztiik. A jeldlt probakhoz 50X f6loslegben lazac sperma
DNS-t, NHy-acetatot (végkoncentracio: 2.5 mM) és 10X Cot-1 DNS-t adtunk (az utobbit csak
az LSI probakhoz, 75%-os hideg etanolban pricipitaltuk és hibridizacios pufferben (50 %
ultrapure deionizalt formamid, 2 x SSC, 50 mM natrium foszfat , pH 7.00, 10 % dextran
szultat MilliQ vizben) vettiik fel. Az optimalizalt reakciokban a CEP probdk koncentracidja
20 — 100 ng, mig az LSI probaké 140 — 200 ng (4 x 35 ng — 4 x 50 ng) tartmanyban mozgott a

hibridizacids keverek 3 pl-ében.

2.1.d. Hibridizacios eljaras

A 70 %-os etanolban fixalt leukaemia sejtmintdkat valamint a kontrol periférids
sejteket Carnoy oldatban atfixaltuk (24 h, - 20 °C), kis alikvotokat targyelemezre
csepentettiink és levegdn szaradni hagytuk. Ezutdn a mintdkat RNézzal kezeltiik (10 pg/ml 2
x SSC, 10°, 37 °C, parakamrdban, 3 x 5°, 2 x SSC-ben mostuk refixdltuk 1 %
paraformaldehid-PBS-ben (10°, 4 °C), majd 2 x 5’ mosas PBS-ben, emésztés 0.01 % pepsin-
10 mM HCI-ban, mosas 2 x 5’ PBS-ben, postfixalas 1 % paraformaldehid -PBS-ben (10°, 4
°C), 2 x 5” mosas PBS-ben, dehydralas 5 — 5 percig 70 — 90 — 100 % ectanolban és 1égszaritas
kovetkeztek.

3 ul CEP hybmix elegyet tettink minden mintara, melyeket 12 mm-es kerek
fedélemezzel fedtiink. A target és proba DNS-t egyiitt denaturaltuk 80 °C-on, 3’-ig, a
hibridizaciokat Abbott ThermiBrite kamrdban 37 °C-on hajtottuk végre, ¢éjszakan at. A
posthibridizacié 2 x 5° 2 x SSC /0.1 % Tween 20, 37 °C; 2 x 5’ 50 % formamide / 2 x SSC,
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pH 7.00, 44 °C; 1 x 5> 2 x SSC / 0.1 % Tween 20, 44 °C; 2 x 5° 0.1 x SSC, 60 °C végiil
desztillalt vizes mosast foglalt magaba. Prepardtumokat DAPI / Vectashield (Vysis, Downers
Grove, IL) (0.005 pg/ml) oldattal fedélemezzel fedtiik és sotétben tartottuk az analizisig..

A 2., LSI&CEP hibridizacios kor elott a fedolemezeket 0.1 % Tween 20 / 1 x PBS
oldatban leaztattuk. A preparatumokat refixaltuk 2 x 5’ PBS-ben, dehidraltuk felszallo
alkoholban a fentiek szerint és levegén megszaritottuk. Ezutan 3 ul LSI&CEP hibmixet
adagoltunk mintanként, a denaturacios és hibridizacios 1épések, koriilmények megegyeztek az
els6 korben alkalmazottakkal. Posthibiridizacid: 2 x SSC /0.1 % Tween 20, 2 x 5°, 37 °C; 50
% formamide / 2 x SSC, pH 7.00, 2 x 5°, 37 °C; 2 x SSC / 0.1 % Tween 20, 1 x 5°, 37 °C. A
preparatumokat végil desztillalt vizben oblitettiik és DAPI / Vectashield (0.005 ul / ml)
oldattal, feddlemezzel fedtiik, sotétben taroltuk. A rehibridizacids eljarast ugy is ellendriztiik,
hogy a 2. korben probakat nem alkalmaztunk. Sem kontrol, sem leukaemias sejteken nem

¢észleltiink az 1. korbdl szarmazd négyszinii fluorokromnak megfelelden rezidualis jeleket.

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

Mindegyik probaszettel torténd jeldlés utan a lemezeket motorizalt multifunkcids mikroszkdp
rendszerrel (Zeiss Axioplan-MOT II., Feldbach, Németorszag) analizaltuk. A mikroszkop
komputer kontrollalt, motorizalt, pasztaz6 targyasztallal, X-Cyte lampaval, kvarc optikai
szalas megvilagitassal, motorizalt fluoreszcens sziirdtartoval és hiitott CCD kameraval volt
felszerelve. A rendszert MetaCyte és Isis modulokbol 4ll6 Metafer 4.0. szoftver (Metasystems
GmbH, Altlussheim, Németorszag) miikodtette. Az elsé probaszettel (CEP) torténd
hibridizacidt kovetden a lemezeket beszkenneltiik kordbban meghatarozott alapvetd sejtmag
felismerési morfoldgiai paraméterek alapjan és az 1000 sejtmag képét a DAPI csatorndban, a
3D koordinatakkal egyiitt, taroltuk (11, 12). A szignal mintdzatot manualisan értékeltiik ki és
addig folytattuk, amig egyértelmli, mind a négy szincsatorndban azonosithatd jeleket
tartalmazo legalabb 300 sejtmagot regisztraltunk. Az egy vagy tobb csatornaban nem
egyértelmiien azonosithatd jeleket tartalmazod sejtmagokat kizartuk. A 2. probaszettel
(CEP&LSI) torténd hibridizaciot kovetéen a kordbban azonositott / regisztralt sejtmagokat
relokalizaltuk, mely 8-probas korrelalt iFISH analizis lehetOségét adta egysejt szinten. Az
adatfeldolgozas soran csak azon sejtmagokat vettiik figyelembe, melyekben mind a 8 FISH
proba legalabb 1 értékelhetd jelet adott. Kontrolként 19 egészséges felndtt periférids
vérsejtjeit hibridizaltuk a 2 x 4 DNS markerrel, a kromoszéma iFISH jeleket 600 — 600

sejtben harom vizsgalo értékelte ki.
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2.1.f.Statisztikai feldolgozas.

A szignal alpozitivitas hatarat Poisson eloszlas (SPSS 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL)
alapjan, normal diploid kontrol sejteken hatdroztuk meg a fentiek szerint.A betegmintak
esetében az ancuploidia kombinacidokat cask akkor tartottuk valodinak, ha mindegyik
kromoszoma aneuszomia szintje az alpozitivitas felett volt. A klonalis evolucidé matematikai
modelezésére csoport (‘cluster’) és haldzat (‘network’) analizist végeztink MEGA 5 ¢és
NETWORK 4.6.1. szoftverek segitségével, tovabba Steiner-fa paramétereket vizsgaltunk
(13,14). A cluster és network analizist a beteganyag kiilonb6z6 alcsoportjain ugy vizsgaltuk,
hogy minden egyedi szubklont figyelembe vettiink vagy csak azokat, melyek legalabb két
képidban fordultak eld egy betegben.

Fals monoszoémia a 8 kromoszéma vonatkozasaban 0.8 % ¢és 4.4 % kozott mozgott, a
legalacsonyabb férfiakban az X kromoszoma esetében volt (0.05 %). Fals triszomia 0.1 % -
1.0 % kozott fordult eld. Két szignal vesztését vagy nyerését olyan alacsony (elhanyagolhato)
aranyban taldltunk, hogy emiatt sejtet kizdrni nem kellett a betegmintdkban. Miutdn 2 x 4
probas MiFISH tesztiinkhoz 100 %-os triszomias kontrol nem allt rendelkezése, kiillonbdzo
addiciondlis kisérleteket végeztiink az aneuszémia meghatarozasunk pontossdganak jobb
megitélésére. Arteficidlis triszomia (egy szomatikus €és az X kromoszéma egyforma szinben
torténd jelolése) 3 férfi kontrol sejtjein 5.3 % fals diszémiat és 0.6 % fals tetraszomiat adott.
Betegmintadkban 5 x ismételt MiFISH reakcio, egyenként 3 vizsgald altal kiértékelve, mind a
CEP illetve az LSI probakra 4.7 (2.6 — 6.0) és 4.0 (2.3 — 6.5) atlagos standard deviaciot
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 triszomiat valamint
X diszomiat két komplett MiFISH teszt soran, két vizsgalo altal kiértékelve 95.5 % +/- 2.2 %,
95.7 % +/- 1.3 % és 97.2 % +/- 1.0 % pontossaggal tudtunk azonositani.,

A MEGA 5 és NETWORK 4.6.1. szoftverekkel végzett klondlis evoluci6 analizishez
kiilonboz6, Steiner-fa asszocialt paramétereket szamoltunk. A Steiner-fa egy betegben az
egymashoz képest legkisebb genetikai kiilonbséget (mutaciot), esetiinkben 1 kromoszoma
nyerését, mutatd szubklonok legrovidebb halozata. Az egymastdl egységnyi genetikai eltérést
mutatd szubklonok kozotti tdvolsdg 1 egységnyi, mig a pl. 5 x egységnyi genetikai eltérést
mutatod, 0sszekotott szubklonok kozott 5 x egységnyi a tavolsag (a kozottik levd egységnyi
eltérést mutatd szubklonok vagy nem léteznek /5 mutacid egyszerre fordul elé/ vagy nem
keriiltek azonositasra, az alacsony aranyuk miatt). A Steiner-fa egyes tavolsagainak Osszege

adja a Steiner-fa hosszat. Az utobbi matematikai korrelacidja az azonositott szubklonok
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valamint a feltételezett szimultan mutaciok szamaval informal arrél, hogy egy populacidban
(esetliinkben egy daganatsejt populdcidoban) a genetikai valtozdsok szekvencidlisan vagy

szimultan torténnek.
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2.2. t(12;21)(p13g22) pozitiv gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia:
Epidemioldgia, prognosztika és rezidualis betegség

2.2.a. Beteganyag és kontrol sejtek

A t(12;21)(p13;922) incidencidjara ¢és a gyermekkori acut lymphoblastos leukémia
prognosztikai csoportjaiban torténd megoszlasara iranyuld vizsgalatok targyat a Magyar
Gyermekonkoldgiai Munkacsoport egyes regionalis centrumaiban (Debreceni OTE,
Gyermekklinika, Debrecen; Févarosi Onkormanyzat Madardsz utcai Gyermekkorhdza,
Budapest; Pécsi OTE, Gyermekklinika, Pécs; Reformatus Egyhaz Bethesda Gyermekkorhaza,
Budapest; Semmelweis OTE, I. sz. Gyermekklinika, Budapest; Semmelweis OTE, Il. sz.
Gyermekklinika, Budapest; Szegedi OTE, Gyermekklinika, Szeged; Vas megyei
Markusovszky Korhaz, Szombathely; B.-A.-Z. megyei Korhaz, Miskolc; Heim Pal
Gyermekkorhaz, Budapest) 1995-99 kozott észlelt 130 ALL-es gyermek nativ, EDTA-val
alvadasgatolt csontveld (126 esetben) vagy vér (4 esetben) mintdi képezték. A betegeket a
ALL-BFM-95 therédpias stratifikdlasi protokoll eldirasai szerint standard rizik6ja (SR),
kozepes malignitasi (MR) és magas malignitdsi (HR) csoportva soroltuk. A Pécsi OTE
Pathologiai Intézetében torténtek az interfazis citogenetikai és molekuldris biologiai (RT-
PCR) valamint aramlasi citometrias vizsgalatok. Az utdbbi leletek alapjan immunfenotipus
besorolas tortént (1).

Az automatizalt rezidudlis leukaemia sejt detektdldsi tanulmdnyunkban CDI10+ és
ETV6/RUNX1+ sejtvonal (DSMZ, Braunschweig) szolgalt pozitiv kontrolként, mig a 5
egeészséges felndtt gradiensen izolalt periférias mononukleéris sejtjei voltak a negativ kontrol
elemek. Ezekbdl a pozitiv sejtekre nézve 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 és 10 %-os higitast
készitettiink, 3 paralelben.

A kombindlt egysejtszintli feno- és genotipus vizsgalatokon valamint kvantitativ,
leukaemia specifikus PCR modszerek alkalmazasan alapulo t(12;21)+ pre-B-pALL
monitorizalasi tanulmdnyunkban a 2 - 17 év kozotti (median: 6.1 év) 14 beteg 63 csontveld
mintdjat vizsgaltuk. A diagnézis a PTE, Patologiai Intézetében, standard WHO Kkritérium
szerint  keriilt felallitasra, 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 kovetés id6pontjai ( és a rendelkezésre all6 mintaszam) a kdvetkezdk voltak: 15.
nap (d15; 11 minta), 33. nap (d33; 14 minta), 12. hét (w12; 10 minta) és 5 honap (m5; 14
minta). Legalabb 60 honap kovetés minden beteg esetében rendelkezésre allt. Egy beteg (#1)
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a 24. honapban relabalt, de tjra teljes remisszioba keriilt, egy masik beteg (#7) lokalizalt

meningealis relapszust mutatott a 22. honapban.

2.2.b. 1(12:21) detektdlasa RT-PCR-rel

A reakciohoz az ALL-es gyermekek fehérvérsejtjeibdl Trizol reagenssel (Gibco BRL, MD) a
gyartd eldirdsa szerint izolalt teljes RNS-bdl 1 pg-ot hasznéltunk. Pozitiv kontrolként a
transzlokaciot hordozo REH sejtvonalat (DSMZ, Braunschweig, Germany) alkalmaztuk. A
reverz transzkripciot 50 mM Tris/HCI (pH: 8.3), 75 mM KCIl, 3 mM MgCl,;, 10 mM
dithiotreitol (DTT) tartalma pufferben (Appligene, Oncor, France), 37°C-on egy Oran
keresztiil végeztik 5 U MMLYV reverz transzkriptdz (Appligene, Oncor, France), 0,5 mM
dNTP elegy és 2-2 pmol primer jelenlétében. A vizsgalt génszakasz sokszorositasa PCR
késziilékben (MiniCycler, MJ Research) 5 perc 94°C elddenaturalas utan, 1 perc 94°C
denaturdlds, 1 perc 60°C primer kapcsoldodas, 1 perc 72°C elongacios koriilményekkel 40
cikluson keresztiil tortént, majd 10 perc 72°C végso elongéacioval zarult. A PCR elegy 30 mM
Tris/HCI-t (pH8.3), 50 mM KCI-t, 1 mM MgCl,-ot, 1 U Taq polimerazt (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO), 200 uM dNTP-t és egyenként 15-15 pmol primert tartalmazott. A
reakciohoz a Cayuela és mtsai (1996) altal leirt primereket hasznaltuk: TEL (5°CGT GGA
TTT CAA ACA GTC CA3’), AML1 (5°CTC GCT CAT CTT GCC TGG3’), melyek a TEL
5. exonjan és az AMLI1 3. exonjan helyezkedtek el (2). Az RNS izolatum mindségét minden
(3). Az RNS mindségét csak ezen szakasz amplifikalhatosaga esetén tekintettiik

elfogadhatonak. Az RT-PCR termék vizsgalata 2%-0s agaroz gélelektroforézissel tortént.

2.2.c. Immuncitokémia szkenning mikroszkopos vizsgalatra

Silanizalt targylemezek 24 mm®-es terilletére 5 x 10° mosott és RPMI-ben felvett
mononuclearis sejtkeverékbdl citospin preparatumokat készitettiink, a lemezeket levegdn
szaritottuk és 4 °C-on, 20 percig 3.7 %-os formaldehid oldatban fixaltuk. A
sejtpreparatumokat 2 x 5, 900 W mikrohullamu kezelésnek tettiik ki 0.01 mol/L, pH6.0 citrat
pufferben, melyet PBS &blités kovetett. A nem specifikus kotést 1,3,5 trinitrobenzén oldattal
(Boehringer Mannheim) blokkoltuk. A primér antitest jeldletlen egér anti-CD10 (Novocastra)
volt, a reakcidt biotinilalt anti-egér antitesttel (DakoCytomation) és avidin-FITC-cel (Vector
Laboratories) hivtuk eld. Az utéfixalast (3.7 % formaldehid, 10°, 4 °C) detergenses mosas €s
etanolos szaritas kovette. A lemezeket Vectashield-DAPI, 0.005 pg/ml oldattal (Vector)
fedtiik.
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2.2.d. Szkenning fluoreszcens mikroszkdpia (SFM)

Az automatizalt szkenneléshez és analizishez Axioplan Mot-2 (Zeiss), 8 targylemezes
motorizalt targyasztallal, magas feloldasi B-W kameraval (CV-M1, JAIl) felszerelt
mikroszkép allomast hasznaltunk, melyet a Metafer 4.0 (MetaSystems Int.) szoftver
mukodtetett (képrogzités, processzalas és citometriai mérések). A mikroszkép 100-W HBO
lampaval, DAPI, FITC, SpGreen és SpOrange filterekkel valamint Zeiss Fluar 10x/0.5, Plan-
Neofluar 40x/0.75 objektivekkel volt felszerelve.

2.2.e. Sejtazonositds és immunfenotipizalas SFM-mel

A sejtmag azonositasra és a CD10 detektalasara 10x objektivet €s a Metacyte szoftver
modult hasznéltuk. Virtualis grid autofokuszalast kovetden kozeli, nem atfekvo képek
felvétele tortént az egész szkennelési teriiletr6l DAPI csatornaban, mindegyik elott
finomfokuszalassal. A DAPI+ objektumokat sejtmagnak tekintettiik a kovetkez6 paraméterek
alapjan: hattérfestés objektum kiiszob 18%; minimum objektum teriilet, 20 pm?; maximum
objektum teriilet, 350 um?%; max. relativ konkavitis mélység, 0.5; max. aspektus racio, 3.5. Az
objektum nélkiili képeket valamint a csak részlegesen felvett DAPI objektumot tartalmazdkat
toroltiikk. A képek és objektumaik koordinatait késobbi relokalizacid céljabol a rendszer
rogzitette.

Ezutan a CD10 immunjelolodés atlagos pixel intenzitdsat mértik fix (0.58 s)
integracios id6 mellet, a FITC szignal csatorndban, DAPI objektumonként. A pixel intenzitast
a kontrol csatornaban (SpOrange) autofluoreszcens korrekcids célbdl ugyancsak mértiik. A
rendszer a DAPI, FITC és SpOrange csatornaban felvett képeket galéridba, RGB formatumba
helyezte az egyes csatorndkban mért pixel intenzitdsok eloszlds hisztogramjaival egyitt.
Ennek alapjan a CD10+ objektumokat a CDI10- illetve autofluoreszcens objektumoktol
elkiilonitettiik és csak az elsd, CD10+ nem autofluoreszcens objektumokon vizsgaltuk a

késobbiekben elvégzett ETV6/RUNX1 iFISH jeleket.

2.2 1. Interfazis fluoreszcens in situ hibridizacid (iFISH)

Az 1iFISH procedirdt az immuncitokémiai jel6lés utan hajtottuk végre. A
fedélemezeket 0.005 % Tween 20/PBS-ben aztattuk le, majd 2x PBS-ben mostuk, majd
¢jszakan at Carnoy oldatban, - 20 °C-on, tartottuk. Légszaritas utan a TEL/AMLI1 SpGreen és
SpOrange, az ETV6/RUNXI1 atrendezddésre specifikus fuzids, kétszinli extraszignalos probat
alkalmaztuk a gyarté (Vysis Inc.) tmutatasa alapjan. Negativ mag: 2 zdld, 2 piros jel; pozitiv

mag: 1 f0zi6s jel, 1 zold és 2 piros jel.
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2.2.0. Relokalizacio és iFISH analizis

A relokalizaciot a tarolt galéria képek alapjan a Metafer 4.0 szofver végezte. A
relokalizalt magokat az Isis module mind SpGreen, mind SpOrange csatornaban (40x
objektiv, 6 fokusz sik vizsgélata, sikok kozotti tavolsag 0.40 um) rogzitette. A jelmintazatot a
korabbi munkankban megadott eljaras szerint analizaltuk a legjobb fokuszpontu, dsszerakott

z01d és piros csatornas képeken (4).

2.2.h. Aramlasi citometria

A CDI10+ sejtaranyt a pozitiv / negativ sejt higitasi sorokban FITC-CD10 antitesttel
(DakoCytomation) torténd jelolést kdvetden FACSort késziilek (BD) segitségével hataroztuk

meg.

2.2.i. DNS és RNS alapu, leukaemia klén specifikus molekularis vizsgélatok

2 x 10" mononuklearis csontvel8i sejtbdl izolaltunk standard modszerekkel DNS és
RNS-t. Monoklonalis immunglobulin nehézlanc (IgH), T-sejt receptor (TCR) delta illetve
kappa-deletaldo elem (KDe) meghatarozashoz csoport (*family’) specifikus primereket ¢és
PCR-t hasznaltunk (5, 6, 7). A klonalis génatrendezOdések termékeit szekvenaltuk. A
csiravonal V, D, J gének junkciondlis régidiban a klon specifikus szakaszok azonositasara

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

szoftvereket hasznaltunk. Az RQ-PCR vizsgalatot, csiravonal reverz primerekkel és
probakkal, az irodalom alapjan végeztiik el (10, 11, 12). A ’forward’ junkcionalis régid
specifikus primereket Oligo 6 Primer Analysis Software (Molecular Biology Insights Inc.,
Cascade, CO) segitségével terveztik. A TEL/AML1 flziés transzkript detektaldsara és
kvantalasara ’nested” RT-PCR ¢és RQ-RT-PCR eljarasokat hasznaltunk, melyeknél a
primereket, a fluoreszcens hibridizacios probakat valamint a protokolokat az irodalom alapjan
alkalmaztuk (13, 14).

2.2.J. Szkenning fluoreszcens mikroszkopia (SFM) a  t(12:21)+ pre-B-pALL
monitorizalasaban

A modszert, beleértve a sejtszeparacidt, a mennyiségi tartomanyt, a kiértékelési
kritériumokat mar korabban kidolgoztuk és kozoltik (15, 16). A CD10-re fluoreszcensen
jelolt csontveldi citologiai prepardtumokat Metafer 4.0 rendszerrel (Metasystems GmbH,
Altlussheim) szkenneltiik. Ugyanazon preparatum rakovetkezd iFISH jeldlését és vizsgalatat
kétszinti, direkt jelolt, extraszignalos fzids probakkal (Vysis-32-191005, Vysis Inc., Illinois)
hajtottuk végre. A CD10+ sejteket relokalizaltuk és iFISH jeleiket analizaltuk. Atlagosan
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27,050 sejtet szkenneltiink citoprepenként. A kombinalt modszer szenzitivitdsa és

specificitasa 98.67% illetve 99.97% volt.

2.2.k. A kvantitativ DNS, RNS és egysejtes kombinalt minimalis rezidudlis betegség (MRD)
adatok Osszehasonlitasa

Egy betegség egy bizonyos markere, egy kovetési idOpontnal, egy specifikus
modszerrel meghatarozott valamint a kezeletlen betegség ugyanezen markere mennyiségeinek
aranya jellemezte a betegben a tumorsejt higulast. Ezen paraméter hatarozta meg az MRD
mértékét. A target fentiek szerinti relativ mennyiségének negativ logaritmusa irta le az MRD
exakt értékeit. Ha ugyanzon mintaban ketté vagy tobb DNS marker vonatkozasaban az RQ-
PCR analizis kiilonb6z6 MRD szintet igazolt, a magasabb MRD értéket vettik az

értékelésben alapul.
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2.3. Ph+/bcr-abl atrendezoédés pozitiv betegségek vizsgalata iFISH-sel

2.3.1. Ph+/bcr-abl atrendezédést mutato acut és chronicus myeloproliferativ betegségek
heterogenitasanak vizsgalata

2.3.1.a.Beteganyag

2.3.1.a.1.Acut lymphoblastos leukaemiaban szenvedd, chronicus myeloproliferativ
betegség anamnézissel nem rendelkezd 6 gyermek ¢€s 11 felnott sejtvonal specifikus genetikai
sajatossagait vizsgaltuk. Csak egy betegnél (5. szamu) volt enyhe hepatosplenomegalia a
felvételnél, de éretlen illetve intermedier differencialddast myeloid elem egyik beteg perférias
vérkenetében sem volt detektalhato.

2.3.1.a.2. A Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Pathologiai Intézetében 1996-1999
kozott észlelt és diagnosztizalt 64 essentialis thrombocythaemias (ET) beteg volt a tanulmany
targya. A vizsgalatok idopontjaban mindegyik beteg kezeletlen volt és a Polycythemia Vera
Study Group kritériumait figyelembe véve a laboratériumi ¢és klinikai paraméterek
megfeleltek ET-nek (1). Crista biopsia, csontvel$ aspiratum ¢és vérmintak minden beteg

esetében rendelkezésre alltak.

2.3.1.h. Molekularis vizsgéalatok

2.3.1.b.1. RNS izoldlds. Az RNS mintakat 2x10’ fehérvérsejtbl, TRIZOL® reagens
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD) felhaszndlasaval a gyartd instrukcidi szerint nyertiik és
DEPC-vel kezelt vizben 3 ug/ul koncentracioban oldottuk fel.

2.3.1.b.2. RT-PCR. Az RT-t10 pl pufferben, 37°C-on 1 éraig végeztiik a kovetkezd
komponensek jelenlétében: 3.0 mmol/L MgCl,, 75 mmol/L KCI, 50 mmol/L Tris-HCI, pH 8.3
(Oncor, Gaithersburg, MD), mindegyik PCR reakcio antisense primer-jébdl 150 nmol/L, 500
umol/L mindegyik dNTP-bdl (Life Technologies, Gaithersburg, MD), 2.5 U MMLV-RT,
(Oncor, Gaithersburg, MD) ¢és 0.6 pg teljes cellularis RNS. Az M-bcr PCR teszt ‘nested’
verzidjat Lion és mtsai szerint (2) végeztiik: sense primer 5’-TTCAGAAGCTTCTCCCTG-3,
antisense primer (1. reakcid) 5’-CTCCACTGGCCACAAAAT -3’°, antisense primerek (2.
reakcio) 5’-GTGAAACTCCAGACTGTC-3’ és 5’-CAACGAAAAGGTTGGGGT -3’. Az m-
ber PCR teszt Nakamura és mtsai szerint (3) tortént. Az RNS mindségét az abl 2—3 exonjanak
amplifikalasaval ellendriztiik Hermans és mtsai szerint (4), de 2.0 mmol/L MgCl,-ot és a 94
°C 1 perc, 50 °C 1 perc, 72 °C 1 perc ciklusbol 40-et hasznaltunk: 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 izolalas standard
fenol-kloroform extractioval tortént. A HUMARA Allen és mtsai mddszerének (5) modositott
valtozataval késziilt. 3 x 10° szortirozott sejtbél nyert DNS-t 10 U Hpall és 10 U
Hhalmetilacidé szenzitiv restrikcios endonukleazzal 20 ul Multi-Core pufferben (Promega,
Madison, W1, USA) 37°C-on, 12 6raig emésztettiik. Ezutan a DNS 2.5 x volumen 100%-0S
etanolban precipitaltuk, majd desztillalt vizben feloldottuk. A 10 ul PCR reakcio elegy ezt a
DNS tartalmazta valamint a tovabbiakat: 200 pM mindegyik dNTP-bdl (GibcoBRL,
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), 0,5 U RedTaq DNS polimerdz, 1 pul RedTaq
PCR puffer (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 3 pmol mindegyik primerbél (5' GCT GTG
AAG GTT GCT GTT CCT C 3' valamint 5’AGA GGC CGC GAG CGC AGC ACC TC 3)).
Az amplifikdci6 MJR Minicycler (MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA)
késziilékben tortént a kovetkezé programmal: predenaturacio 94°C 5 perc, majd 35 ciklus a
94°C 40 msp, 68°C 40 msp, 72°C 1 perc, végs6 elongacio 72°C, 5 perc. A teljes volument
8%-0s nem-denatural6 poliakrilamid gélen 120 V, 25 mA mellett éjszakan atfuttattuk. A gélt
SYBR Gold-dal (MolecularProbes, Eugene, OR, USA) festettiik. A polaroid képeket
digitalizaltuk és denzitometridsan NIH Image 1.62 software-rel analizaltuk.

2.3.1.b.4. Ber-abl dtrendezédés kimutatdsa interfazis citogenetikaval. A fehérvérsejt
koncentratumbol vagy vérbol késziilt, HE-nal vagy MGG-val festett citospin preparatumokat
50%-o0s ecetsavban utofixaltuk és levegdn szaritottuk. Az atrendezddés kimutatasa soran LSI
bcr-abl dual color DNA kit-et (Vysis Inc. DownersGrove, ILL.) hasznaltunk és a gyarto
utmutatdsait kovettiik. A hibridizacidé és az el6hivas utan a lemezeket DAPI/Vectashield
mediummal (VectorLaboratories, Inc. Burlingame, CA) fedtiik. Normal interfazis magokban
az eljarast kovetden z61d illetve piros szinekben 2-2 szignalt latunk (ber — SpectrumGreen; abl
— SpectrumOrange). Ph pozitiv magokban az egyik ber-abl génkopia juxtapozicidja miatt az
egyik zold és piros szignal sarga fuzids jelként jelenik meg, mely az atrendezddés
bizonyitéka. Harmas ‘bandpass’ filterrel (VY-DGO; Vysis Inc. DownersGrove, ILL.)
felszerelt Zeiss AXxioskop epi-illuminacidos fluorescens mikroszkopot hasznaltunk a
kiértékeléshez. A fals pozitivitast 3 egészséges egyén egyenként 500 periférias vérsejtjének
vizsgalataval hataroztuk meg, az érték 3.4% -nak adodott, ezért a fals pozitivitas hataraként az

atlag + 2 SD = 4.8 % értéket kerekitve 5%-ban jeloltiik meg.
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2.3.1.c. Sejtvonal specifikus genetikai analizis iFISH-sel és digitalis mikroszkopidval

A HE illetve MGG festett citospin preparatumokat vagy keneteket transzmisszios fény és
epi-illuminéciés fluoreszcens lizemmodban is mikods, 1éptetd motorral és 3-CCD szines
kameraval (model HV-C20; HitachiDenshi, Ltd. Tokyo,) valamint harmas ‘bandpass’ filterrel
felszerelt Zeiss Axioskop mikroszkdpban vizsgaltuk. Vegyes sejtpopuldciokat tartalmazéd
latomezoket digitalizaltunk, a hozzajuk tartoz6é X-Y koordinatakat rogzitettiik. Ezutan a ber-abl
atrendezddés specifikus iFISH eljardst elvégeztiik, majd az atesé fényben rogzitett képeket
relokalizaltuk. A FISH szigndlokat csak a DAPI képek alapjan intaktnak itélt magokban
értékeltiik ki. A tarolt transzmisszidés fénymikroszkopos valamint a fluoreszcens képek
Osszehasonlitdsa alapjan megéallapitottuk, hogy a morfolégiailag azonosithatdo lymphoblastok,
érett myeloid elemek, reaktiv lymphocytak és erytroblastok a transzlokaciéra pozitivak vagy
negativak voltak. Igy lemezenként atlagosan 150 sejtet tudtunk vizsgalni, melyek 32-93 %-a

lymphoblast volt morphologiailag.

2.3.1.d. Aramlési citometrids fenotipizalas

Az immunglobulin (Ig) nehéz és konnyiilancokon kiviil a tobbi felszini antigén
haromszinii jeloléséhez teljes vérmintdkat hasznaltunk. 100 pl vérhez 20 pl FITC vagy
phycoerythrin jeldlt anti-CD illetve PerCP jelolt anti-CD45 antitesteket adtunk, 30 percig
szobahdn inkubaltuk, majd FACS-Lysing oldattal (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA)
tavolitottuk el a vordsvértesteket. Ezt PBS mosas majd 1%-os paraformaldehid fixalas
kovette. A kovetkezd markereket vizsgaltuk: CD3, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD19,
CD22, CD33, CD34, CD45, CD61, CDw65, HLA-DR, slg konnyiilancok, felszini és
intracytoplasmatikus (i.c.) p-lanc, myelo-peroxidéaz, lactoferrin, TdT (BDIS ill. DAKO A/S).
A felszini kappa és lambda konnylilancok valamint a p-nehézlanc jeloléshez a sejteket
denzitas gradiens centrifugalassal nyertiik a vérmintdkbol. Minden mas 1épés megegyezett a
sejtfelszini antigéneknél hasznéltakkal, de a procedura végén a fixalast melléztiik. Az i.c.
antigének detektalasara FIX & PERM permeabilizacios kit-et hasznaltunk a gyartd eldirasai
szerint (Caltag Laboratories, San Francisco, CA). A méréseket hdrom fluoreszcens paraméter
detektalasara alkalmas FACSort tipust dramlési cytométerrel végeztiik (BDIS). A mérések
soran hasznalt erdsitéseket €s szinkompenzaciot normal human vérbdl szarmazo leukocytakra
allitottuk be manualis moédon a CellQuest szoftver (BDIS) segitségével. A mérések
eredményeit ugyanezzel a szoftverrel értékeltiik ki. 10000  sejtrél/minta  gyijtottik  az
adatokat. A blastok aranyat a CD45 vs SSC hisztogram valamint a CD10 és CD34 pozitivitas

alapjan is szamoltuk. A blastok aranyat a két érték atlagaként hataroztuk meg.
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2.3.1.e. Hisztologia—Citokémia — Immunhisztoldgia

A crista biopsias mintat 4%-os formalinban fixaltuk 24 o6raig majd EDTA oldatban
dekalcinaltuk tovabbi 24 6raig. A szovettani minta standard eljarassal keriilt viztelenitésre és
paraffin beagyazasra. A 4 pum-es paraffinos metszeteket haematoxilin-eosinra, PAS-ra és
Giemsa-ra festettiik. A periférids vér és csontveld keneteket May-Griinwald Giemsa-val
festettiik és Berlini kék, myelo-peroxidaz, kloroacetat észteraz, alfa-naftil acetat észterdz (pH
5.8 and 7.2) valamint alkalikus és savi foszfataz (tartarattal illetve anélkiil) citokémiai
reakciokat végeztiink rajtuk. A paraffinos metszeteken a nukleolaris organizacios régiot
(NOR) eziistozéssel tintettik fel (Ag-NOR) (6). A megakaryocyta specifikus
immunhisztologiai jelolésre anti-human von Willebrand faktor (VWF) primér antitestet
(DAKO A/S, Glostrup, Denmark) hasznaltunk, az immunhisztologia tovabbi részletei a 2.4.b.
pont alatt talalhatok.

2.3.1.f. Képanalizis—Morfometria

A digitalis képeket 3-CCD szines kameraval (HV-C20 model, HitachiDenshi, Tokyo,
Japan) és IMAN, version 1.4 képanalizalo software-rel (MTA-KFKI-ATKI, Budapest, M.o.)
felszerelt Zeiss Axioskop transzmisszios fénymikroszkép munkaallomason rogzitettik és
analizaltuk. A vertikalis és horizontalis kalibraciot valamint a pixel — mikrométer konverziot
mikronbeosztasi mikroszkép lemez (Graticules Ltd., Tonbridge, England) segitségével
végeztik. A digitalis képeket a 0-255 skalara normalizaltuk. A ber+ valamint a Ph+ ET
betegek crista biopsidjanak 5 széria metszetében 3 paramétert — a csontveld cellularitasat, a
megakaryocytdk méretét és a teljes NOR area/megakaryocyta mag értéket — mértiink.
Ugyanezen paramétereket, kontrolként, 8 ber-, Ph- tipusos ET betegben valamint 8 ber+, Ph+
tipusos CML betegben is vizsgaltuk. Harom kontrol CML beteg a b3/a2, 5 pedig a b2/a2 ber-
abl kiméra mRNS-t expresszalta, a Ph+ vérsejtek aranya 67% és 91% kozott mozgott.

CELLULARITAS. Ez a paraméter a haemopoetikus parenchyma valamint a teljes
intertrabeculdris teriilet aranyat jelenti és %-ban adtuk meg. Az intertrabecularis teriiletet
grafikus tabla segitségével interaktivan jeloltiik és hataroztuk meg a HE-ra festett széria
metszetek teljes hosszdban. A haemopoetikus parenchyma altal elfoglalt illetve attol mentes
(pl. zsirsejtek, erek) teriileteket interaktiv sziirkeségi fok alapu diszkriminédcioval és méret
filterrel hataroztuk meg.

MEGAKARYOCYTA MERET. A Megakaryocytdkat a vWF immunhisztologiai festés
alapjan azonositottuk majd szilirkeségi fok alapjan diszkriminaltuk és mindegyik sejt teljes

teruletét kilon-kilon lemértik.
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ToTAL NOR AREA/MEGAKARYOCYTA MAG. Ezt a paramétert az Ag-NOR-ra festett
széria metszeteken nyertiik. A megakaryocytdkat morfologiailag azonositottuk és a total NOR

areat megakaryocytanként a korabban leirtaknak megfelelden (7) mértiik.

2.3.1.0. Aramlési citometrids sejtszortirozas

A szortirozas céljara a vér illetve a csontveld mintakat anti-human CD45-RPE-Cy5
(DAKO A/S, Denmark) antitesttel jeloltik a gyartd instrukcidi szerint, a sejtszeparalés
FACSort flow citometerrel (BDIS, San Jose, CA, USA) tortént. A szortirozo kapukat a
lymphocyta és granulocyta populaciokra helyeztilk a CD45/SSC hisztogrammon. Atlagosan
10° lymphoid valamint myeloid sejtet nyertiink mintanként. A szortirozott sejteket TE puffer-
ben (pH 9),—20° C-on tartottuk a DNS kivonasig.

2.3.1.h. Metafizis citogenetika

A kromoszoma vizsgalatok a standard modszerek alkalmazéasaval torténtek (POTE,
Gyermekklinika). Csontvel6bdl direkt feldolgozassal és 24 oras inkubalast kovetden, vérbol a
lymphocytdk 72 6ras fitohemagglutinines tenyésztése utan készitettiink preparatumokat.
Legalabb 25, de lehetdleg 50 mitozist elemeztiink ki. Eredményeink koézott a készitmények
értekelhetdsége mellett a modalis kromoszdémaszamot, az aberrans klonok szazalékos aranyat
¢s a strukturalis elvaltozasokat is megadtuk. Egyes mintak feldolgozéasara a Szent Laszlo
Korhaz Citogenetikai Laboratériuméban keriilt sor. Legalabb 25, de preferdltan 50 mitozist
értékeltiink ki numerikus és strukturalis kromoszoma aberraciokra, meghatdroztuk az aberrans

klénok aranyat.

2.3.1.i. Statisztikai analizis

Az adatokat Anova variancia analizissel vizsgaltuk, majd az egyes csoportok kozotti

kiilonbségeket Bonferroni modszerével értékeltiik.
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2.3.2. Ph+ /bcr-abl atrendezoédést mutaté ritka korképek

2.3.2.a. Betegtorténet — Beteganyag

2.3.2.a.1. Az 55 éves férfit fels6 hasi — epigastrialis fajdalom, gyengeség, szédiilés és
melaena miatt vették fel. A laboratoriumi leletek koziil a jelentds hepatosplenomegalia, a
thrombocytosis és a leukocytosis emelendd ki. A periférids vér és a csontveld aspirdtum
citologiai, citokémiai valamint molekularis leletei alapjan atipusos vonasokat mutatd Ph
pozitiv chronicus granulocytas leukaemia (CGL) tipust chronicus myeloproliferativ betegség
(CMB) diagnosis keriilt felallitasra. A betegség 32 honapos lefolyasa soran — interferon — o
(IFN- o) intolerancia miatt — hydroxyurea kezelés tortént. A betegség chronicus fazisban
maradt, de sem klinikai, sem cytologiai remissziot nem sikeriilt elérni. Végiil myeloblastos
crisis fejlodott ki, és az alacsony ddzisu cytosin-arabinosid kezelés ellenére a beteg exitalt. A
betegség kezdetén valamint a kovetés sordn nyert laboratériumi, cytologiai-histologiai és
molekularis leletek részleteit a ‘3.3.2.b. Eredmények’ fejezet tartalmazza.

2.3.2.a.2. Klinikailag valamint a laboratoriumi-hisztologiai-molekularis leletek alapjan
chronicus myeloproliferativ betegségnek (CMB) megfelelé 106 konzekutiv beteg illetve ezek
csontveldje képezte a tanulmany targyat. Mindegyik beteg kezeletlen volt és a crista biopsia a
primer diagnosztikai folyamat soran keriilt kivételre. A CMB-eket a WHO Classification of
Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues szerint osztalyoztuk (8). Crista biopsia
(esetenként aspiratum is) valamint periférids vérminta minden esetben rendelkezésre allt. Egy
beteg (#105) egy korabbi tanulmany targya is volt (9). Kontrol csoportként 40 indolens B-
sejtes malignus lymphomas beteg (18 CLL, 9 follicularis lymphoma /FL/, 7 myeloma
multiplex /MM/, 4 marginalis zoéona lymphoma /MZL/, 1 HCL, 1 Waldenstrom
macroglobulinaemia) valamint tovabbi 50, nem B-sejtes lymphoma tipusii malignomaban
szenvedo beteg klinikai stadium megallapitas céljabol vett crista biopsiaja szerepelt.

2.3.2.a.3. A 40 éves férfi stlyvesztés, gyengeség ¢€s hasi panaszok miatt keriilt
felvételre. Laboratoriumi adatok felvételkor: fehérvérsejt 60 G/l, thrombocyta 169 G/,
haemoglobin 19 g/I, m4a 1.5 cm-rel, 1ép 10 cm-rel haladta meg a bordaiveket. A
patomorfoldgiai, fenotipus és genotipus vizsgalatok két kiilonbozd, de egyiittesen fennallo
neoplasiara, chronicus myeloid leukaemiara (CML) valamint hajassejtes leukaemiara (HCL)
utaltak (részletek a ’3.3.2.b. Eredmények’ fejezetben). Hydroxyurea kezelést kdvetden
allogén csontveld transzplantacid tortént. Ezt kdvetden stlyos infekciok uraltdk a klinikai
képet és a beteg 5 honappal a transzplantacido utan interkurrens fertdzésben meghalt. Az

autopsias leletek negativak voltak mind CML-re, mind HCL-re.
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2.3.2.b. Citologia-Hisztologia-Immunhisztologia

A citologiai—citokémiai €s szovettani feldolgozas a 2.3.1.e. pont szerint tortént.
Szilanizalt lemezekre felhuzott 3-4 um-es paraffinos crista biopsias metszeteket CD3, CDS5,
CD10, CD20, CD23, kappa ¢és lambda konnytilancok, cyclin D1 illetve esetileg DBA44
marker specifikus monoclonalis antitestekkel jeloltiik. Az immunhisztologia tovabbi részletei

a 2.4.b. pont alatt talalhatok

2.3.2.c.Molekularis vizsgalatok

2.3.2.c.1.RNS izolalas. Az RNS izolalas Chomczynski és Sacchi mddszere szerint
tortént (10).

2.3.2.c.2. DNS extrakcio paraffinba dgyazott anyagbol. A genomikus DNS-t mérett6l
fliggben egy vagy kettd 10 pum vastag formol-paraffin metszetbdl nyertiikk. A metszeteket
deparaffinaltuk, a lecentrifugalt pellet-re 100-200 ul, 200 pg/ml proteinaz K-t (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, Missouri, USA) tartalmaz6 emészt6 puffer-t (10mM Tris-HCI / pH:8.3/, 50
mMKCI, 2.5 mM MgCl,, 0.45% Triton X-100, 0.45% Tween 20) helyeztiink, az emésztés
56°C-on, ¢jszakan at tortént. Emésztést kovetden a proteinaz K-t 95 °C-on 10 percig
inaktivaltuk és a durva lizatumot kozvetleniil hasznéltuk fel a PCR amplifikaciohoz.

2.3.2.c.3. M-ber ill. m-bcr RT-PCR és szekvencia analizis-1. A Philadelphia
transzlokacid6 M-bcr illetve m-ber tipusainak detektalasara két-két kiilonbozé modszert
hasznaltunk Delfau és mtsai (1990), Lion és mtsai (1991), Kawasaki és mtsai (1988) valamint
Nakamura és mtsai (1991) szerint (11, 12, 13, 14). Az RNS izolatum mindségét a (-aktin és
az abl exon 2-3 szekvenciak Delfau és mtsai (1990) valamint Hermans és mtsai (1988)
Az M-ber tipust kiméra mRNS RT-PCR termékét pCR 1000 vektorba klonoztuk TA cloning
system (Invitrogen, San Diego, CA) felhasznalasaval a gyarto utasitasait kovetve. A plasmid
preparatumbol DNS szekvenalas tortént Sequenase version 2.0 (United StatesBiochemical,
Cleveland, OH) rendszer felhasznalasaval a gyart6 instrukcioi szerint. A harom klonbol nyert
szekvencidkat Osszehasonlitottuk az NCBI GenBankSequenceDatabase HSABLGR3 ¢és
HSUO7000 lokuszainak szekvencidival.

2.3.2.c.4. IgH génatrendezodes és szekvencia analizis-11. Az atrendez6dott IgH CDR
III regiodjat konszenzus Vy (5°- CTG TCG ACA CGG CCG TGT ATT ACT G -3°) Ju (5°-
AAC TGC AGA GGA GAC GGT GAC C -3’) primerekkel amplifikaltuk. A PCR elegy
Osszetétele: 200 uM mindegyik dNTP-bdl (Invitrogen, San Diego, CA, U.S.A.), 50 mMKCI,
10 mMTris-HCI (pH: 8,3), 1.5 mM MgCly, 20 pmol mindegyik primerbél, 1.25 U Taq DNS
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polimeraz (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, Missouri, USA). Az amplifikacio a 40 msp 94°C,
30 msp 55°C, 40 msp 72°C paraméterckkel 40 ciklusban, thermocycler-ler (MiniCycler, MJ
Research, Watertown, Massachusetts, USA) tortént. A PCR terméket 10% poliakrilamid
és/vagy 2% agardz gélelektroforézissel frakcionaltuk, 0.5 pg/ml ethidium-bromid-dal
vizualizaltuk. Monoclonalitéast feltételeztiink, ha 1 vagy 2 diszkrét sav jelent meg a 100-150
bp tartomanyban. A monoklonalisnak itélt DNS savokat kivagtuk, a DNS-t QIAEX Il Gel
Extraction Kit-tel (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) extrahaltuk. A kinyert DNS-t pGEM-
TEasyVector-ba szubklonoztuk és ezzel E.coli IM109 High Efficiency Competent Cells
(PGEM-TEasyVector System, Promega, Madison, USA) torzset transzformaltunk. A
transzformalt baktériumokat LB/ampicillin/IPTG/X-Gal lemezeken ndvesztettik, a
rekombinans kloénokat a kék/fehér szin alapjan azonositottuk. 5 fehér koloniat LB/ampicillin
mediumban felndvesztettiink és a plazmid DNS-t QlAprep Spin Miniprep Kit-tel (QIAGEN
GmbH) kinyertiik. Az inzerteket a ligacids végekhez illeszkedd primerekkel BigDye®
Terminator v1.1. cycle sequencing kit segitségével PCR-rel amplifikaltuk és ABI PRISM 310
GeneticAnalyser  (AppliedBiosystems, CA, USA) berendezéssel szekvenaltuk.
Monoklonalitast csak akkor véleményeztiink, ha identikus szekvenciakat (legalabb 5-bél 4-et)
detektaltunk.

2.3.2.¢c.5. Szomatikus hipermutdcio analizis. A vizsgalatot a 4, a crista biopsiabol
extrahalt DNS alapjan monoklonalis IgH CDR III régiot mutatd beteg koziil 3-nak a
vérsejtjeibdl extrahalt DNS-én végeztiik el. A CDR III régié amplifikécié alapjan mindharom
betegnél a vérbdl illetve a crista biopsiabdl nyert PCR amplikon molekulastlya és
szekvenciaja megegyezett. A CDR I - FR Il — CDR Il — FR III régiot csalad specifikus FR1 és
konszenzus Jy primerekkel amplifikaltuk (16). Reakcidelegy: 400 uMdANTP-kbol, 50
mMKCI, 10 mMTris-HCI (pH: 8,3), 2 mM MgCl,, 2,5 pmol mindegyik primerbdl, 1 U Taq
DNS polimeradz; amplifikacié: predenaturacié 94°C, 2 perc, a 45 msp 92°C, 45 msp 60°C, 45
msp 72°C ciklusbol 35, elongacié 72°C, 10 perc, thermocycler: iCycler (Biorad). A PCR
terméket 8%-0S poliakrilamid gélen frakcionaltuk, kivagtuk, és Gen Elute Gel Extraction Kit-
tel (Sigma) kinyertiik, szubklonoztuk, az E.coli IM109 torzset transzformaltuk a 2.3.2.c.4.
pont szerint, 3-5 klont ABI Prism 310 berendezéssel szekvenaltuk 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 vizsgaltuk. A V régié6 mutacioit a germline

génekkel torténd Osszehasonlitdssal azonositottuk. A germline génekkel fennalld identitast
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valamint a megfigyelt ‘replacement’ (R) és ‘silent’ (S) mutacidokat meghataroztuk. A CDR
régioban elméletileg varhatd R/S ardnyt komputer algoritmussal szamoltuk ki.

2.3.2.c.6. Human androgen receptor assay (HUMARA). A vizsgalatot a 2.3.1.b.3. pont
alatt leirtak szerint végeztiik.

2.3.2.c.7. Ber-abl atrendezédés kimutatasa interfazis citogenetikaval. A vizsgélatot a
2.3.1.b.4 pont alatt leirtaknak megfelelden végeztik.

2.3.2.¢.8. Sejtvonal specifikus interfazis citogenetikai analizis A sejtvonal specifikus
interfazis cytogenetikai  analizis konzekutiv  kettés immunfluoreszcens jeloléssel
(CD11c+anti-m-lg-biotin+streptavidin-FITC; CD19+anti-m-1g-rhodamin), komputer

asszisztalt relokalizacioval és iIFISH-sel a 2.3.1.c. pontban leirtak szerint tortént.

2.3.2.d.Aramlési citometridsfenotipizalas

A vizsgalatokat a 2.3.1.d.. pontszerint végeztiik
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2.3.3. Chronicus myeloid leukaemia molekularis monitorizalasa

2.3.3.a. Beteganyag

A vizsgalatok soran a Pécsi OTE, Pathologiai Intézetébe 1998-2001 kozotti
iddszakban a Magyar Hematologiai és Transzfuziologiai Téarsasdg Myeloproliferativ
Munkacsoportja (Varosi Korhaz, Kronikus Belgyogyaszati Osztaly, Baja; Petz Aladar megyei
Korhaz, II. sz. Belgyogyaszati és Haematologiai Osztaly, Gyor; ,,Kaposi Mor” megyei
Korhaz, I. sz. Belgyogyaszati Osztaly, Kaposvar; Semmelweis Korhaz, I1. sz. Belgyogyaszati
¢s Haematologiai Osztaly, Miskolc; POTE, I. sz. Belgyogyaszati Klinika, Pécs; Tolna megyei
Korhaz, 1V. sz. Belgyogyaszati Osztaly, Szekszard; Fejér megyei Szt. Gyorgy Korhaz, 1. sz.
Belgyogyaszati Osztaly, Székesfehérvar; Vas megyei Markusovszky Korhdz, Haematologiai
Osztaly, Szombathely; Szt. Borbala Koérhdz, II. sz. Belgyogyaszati Osztaly, Tatabanya,
Veszprém megyei Csolnoky Ferenc Koérhaz, Veszprém) osztalyair6l érkezett 68 CML-es
beteg Osszesen 155 vérmintdjat dolgoztuk fel. Ebbdl 51 minta kezeletlen betegtdl szarmazott,
akik a publikalt kritériumok szerint chronicus fazisban voltak (17). 104 minta o-interferon
(a-1FN) kezelt betegtdl szarmazott. Az o-IFN kezelés nemzetkozileg elfogadott elvek alapjan
tortént és hydroxyurea-val kivaltott citoredukci6 vezette be (18). Az atlagos kdvetési id6 14
honap (4-35 ho) volt (19).

A tirozin kindz terapias érabol 197 1j illetve kovetett beteg csontveld és/vagy
periférids vér anyagat vizsgaltuk. iFISH-t 1047 mintan, valos ideji kvantitativ RT-PCR
vizsgalatot (RQ-PCR) 113, mig csontvel6i kariotipizalast 247 esetben végeztiink (20).

Az automatizalt iFISH jelminta analizalasi tanulmanyunkban 3 egészséges felnétt, 3
akcerelalt fazisban levd CML-es beteg, 18 tovabbi, interferon terapiara rezisztens, ezért
imatinib terapiaban részesiil6 CML-es beteg vérkeneteit valamint a Ph kromoszdéma pozitiv

(Ph+) SD-1 sejtvonal citologiai preparatumait hasznaltuk (21).

2.3.3.b. Molekularis vizsgalatok

2.3.3.b.1. RNS izoldlds. 2x10" fehérvérsejtet tartalmazo sejtszuszpenziobol teljes RNS-
t izolaltunk, Trizol reagenssel a hasznalati utasitas szerint. Az oldatot 30 ug/pl-re higitottuk.

2.3.3.b.2. Reverz transzkripcio (RT). Kétféle RT reakciot végeztiink. A kvalitativ M-
ber PCR reakciohoz sziikséges RT (a2-RT) 10 ul térfogatban, 2.4 U MMLV-RT (Maloney
Murine Leukaemia Virus Reverse Transcriptase; Life Technologies, Gaithersburg, MD)

enzim, 2 pl 5X reakciopuffer (Life Technologies, Gaithersburg, MD), a négyféle ANTP-bol
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egyenként 500 umol/l, 60 pg RNS valamint 15 nmo6l/l M-ber PCR 1. 1épés antisense primer
(a2) jelenlétében, 37°C-on, 60 percig tortént. Az abl 2-3 PCR reakcidhoz valamint a
kvantitativ PCR (Q-PCR) reakciohoz sziikséges RT (a3-RT ill. Q-RT) 30 ul térfogatban, 7.2
U MMLV-RT enzim, 6 ul 5X reakcié puffer, egyenként 500 umol/l dNTP, 180 pug RNS
valamint 15 nmol/l abl 2 -3 PCR reakci6 antisense primer (a3) jelenlétében, 37°C-on, 60
percig tortént.

2.3.3.b.3. Kvalitativ polimerdz lancreakcio (PCR). A vizsgalt Ph* beteganyagok
molekuléaris diagnosztikdjat, a kiméra mRNS b3/a2, b2/a2 illetve kever tipusanak
meghatarozasat az M-bcr 1égid Gaiger és mtsai (1995) éltal leirt nested PCR reakcidval
torténd amplifikalasaval végeztiikk (22). A megfelelé mindségli RNS izolatum ellendérzése a
transzlokacidban nem résztvevo, attdl kozvetleniil telomerikus iranyban elhelyezked6 abl 2 -
3. exon szakasz PCR amplifikalasaval tortént Hermans és mtsai (1988) szerint (15).

2.3.3.B.3.1. M-BCR PCR REAKCIO. A nested reakcio 1. 1épésében 94°C, 40 s; 54°C, 30
S; 72C°, 40 s ciklus paraméterekkel hajtottuk végre az amplifikalast, melyet 2 perc 94°C-0s
elédenaturalas eldzott meg és 7 perc 72°C-os végso extenzid kovetett. Az 50 ul reakcidelegy
2.0 mmol/l1 MgCla-ot, 50 mmol/l KCl-ot, 10 mmoél/1 TrisHCI-ot (pH 8.6), 15 nmol/l sense €s
antisense primert, egyenként 300 umol/l ANTP-t és 1 U Taq polimerazt (RED Taq, SIGMA
Chemical Co St. Louis, MO) tartalmazott. A sense primer szekvenciija 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. Iépésben a reakcidelegy egyenként 15 nmol/l primert tartalmazott,
a sense primer szekvencidja 5’-GTG AAA CTC CAG ACT GTC-3’, az antisense primeré 5’-
CAA CGA AAA GGT TGG GGT -3’ volt, a tobbi Osszetevd mennyisége megegyezett az 1.
lépésben leirtakkal. 25 ciklust alkalmaztunk, az 1. épés paramétereivel.
2.3.3.B.3.2. ABL 2-3 PCR REAKCIO 2 perc 94°C-os elddenaturalas utdn 40 ciklust

hajtottunk végre a kovetkez6 paraméterekkel: 94°C 1 perc, 50°C 1 perc, 72°C 1 perc, melyet
5 perc 72°C-os végsd extenzid kovetett. A reakciodelegy egyenként 150 nmol/l primert
tartalmazott, a sense primer szekvencigja 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 tobbi Osszetevo
mennyisége megegyezett a M-bcr PCR reakcido 1. l1épésében leirtakkal. A PCR reakcio
termékeket agaroz gélen elektroforetizaltuk, etidium bromiddal tettiik lathatova.

2.3.3.b.4. Kvantitativ bcr-abl expresszio vizsgalat. A kiméra mRNS mennyiségi
meghatarozasat egyrészt kompetitiv kvantitativ polimeraz lancreakcioval (Q-PCR, o-IFN éra

betegei) végeztik (2.3.3.1. dbra). Ennek lényege, hogy a PCR elegy a mennyiségileg
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meghatarozandé ¢cDNS molekula (jelen esetben a ber-abl ill. az abl 2-3 szakasz) primer
kotohelyeit ugyancsak tartalmazo, de attol eltérd bazispar hossziasagl (molekulastlyt), ismert

mennyiségii DNS molekulat (kompetitort) is tartalmaz.

«—bcr abl—

Minta cDNS
primerek b1 l 22 b3 S a2 s a3 & a4
illeszkedése
PCR termékek S ——
244bp 199bp

<— bcr abl—
Kompetitor DNS-ek 55 ] 32:3

u]‘g[

primerek 2
illeszkedése =
PCR termékek 169bp P
{ . . 12lebp L
M-bcr abl 2-3
reakcio reakcio

2.3.3.1. dbra A kompetitiv polimeraz lancreakcidé elvének sémas abrazolasa (az abra az
alkalmazott ‘nested” Q-PCR eljarasnak csak az egyik 1épését mutatja) (23)

Emiatt az amplifikalds soran az utobbi DNS molekula versenyben (kompeticiéban) van a
primerekért és a szubsztratért a vizsgalt ismeretlen mennyiségii cDNS-sel szemben. Az
egymassal kompeticioban levé DNS molekuldk kiinduldsi anyagmennyiségeinek valamint az
amplifikalt végtermékeinek az aranya megegyezik. Abban az esetben, ha a kiindulasi cDNS
¢s kompetitor anyagmennyiség megegyezik, akkor a primerek kotédésének (és a DNS szakasz
ezt koveté amplifikalasanak) valoszinlisége a kétféle DNS-hez 50-50%, a gélelektroforézis
soran megjelenitett amplifikdtumok mennyisége megegyezik. Ezt ekvivalencia pontnak
nevezzik. Az ekvivalencia pont a kompetitor kiillonb6z6 mennyiségének alkalmazasa mellett
(higitasi sor) meghatarozhat6. Az RNS izolalas hatékonysagabol, egyes mRNS molekuldk
esetlegesen eltérd stabilitasabol ad6dd pontatlansagok kikiiszobolése érdekében a ber-abl
szekvencia és az ahhoz kozvetleniil telomerikusan csatlakozé abl 2-3 exon aranyaval
jellemeztiik a ber-abl mRNS mennyiségét. A reverz transzkripcid esetleges eltérd
hatékonysagabol eredd pontatlansagot a Q-RT tipusu (I. fent) reverz transzkripcid
alkalmazasaval, azaz az abl 2 -3 valamint a bcr-abl régié egy reakcidoban ¢cDNS-sé torténd

atirasaval kiiszoboltik ki.
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2.3.3.B.4.1. KOMPETITOROK. Az M-bcr reakcidhoz b2a2 torésponti minta esetén
b3a2 toréspontd, a b3a2 toréspontu minta esetén b2a2 torésponti mRNS RT-PCR
amplifikatumat hasznéltuk kompetitorként. Az elébbi kompetitorhoz K562 sejtvonalbodl
izolalt, az utobbihoz korabban mar vizsgalt beteg vérébol izolalt RNS szolgalt kiindulasként.
Az a2-RT tipust reakciot hajtottuk végre, majd a cDNS-t az M-bcr PCR 1. [épésével
amplifikaltuk. A kapott terméket akrilamid gélen elektroforetizaltuk ¢és  standard
modszerekkel izolaltuk. A koncentraciot UV fotométerrel 260 nm-en hataroztuk meg. Az abl
2-3 exon reakcidhoz szintetikus kompetitort hasznaltunk: 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 kompetitorok 10
mM-os TE pufferben késziilt oldatabél 3.16 alapa (=V10) logaritmikus higitdsi sort
készitettiink.

2.3.3.B.4.2. Q-PCR. Eldkisérletek soran megallapitottuk, hogy a betegmintdk kiméra
mRNS koncentracidja a 0.01-1000 fM, az abl 2-3 mRNS koncentracidja pedig a 10-1000 fM
tartomanyba esett. A Q-PCR eljaras soran e tartomanyt reprezentald kompetitor jelenlétében
végeztiik el a fent leirtakkal megegyezéen az M-bcr illetve az abl 2-3 PCR reakciokat. Az
amplifikalt ber-abl, a2-a3 szakaszokat valamint a ko-amplifikalt kompetitorokat agardz

gélelektroforezissel vizualizaltuk és meghataroztuk az ekvivalencia pontot (2.3.3.2. abra).

PR — 6.0 55 50 45 Ms 2.3.3.2. abra. A Q-RT-PCR reakcio termékeinek
g¢él elektroforetikus képe. a) M-ber reakcid, b2a2
toréspont esetén / az ekvivalencia pontot
hatarolé két kompetitor higitast a fehér nyilak
jelzik/, b) M-ber reakcid, b3a2 téréspont esetén,
Ms 60 55 50 45 — pR ¢) abl 2-3 reakcio. A kompetitor mennyisége a

. b nM-ra vonatkoztatott koncentracid negativ
_ 7l E::,',‘,tsmmr logaritmusaban van kifejezve: pl. pR 3 = 1 pM;

PR 6 = 1 fM.(23)

Ms 55 50 45 40 35 — R

C
—— minta
——  kompetitor
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2.3.3.B.4.3. A valds ideji kvantitativ PCR (RQ-PCR) vizsgélatot a TKI projekt
betegekben IPSOGEN Bcr-Abl Mbcr Fusion Quant Kit (# 670123) reagensekkel és a gyarto
utmutatasa szerint MJ Research DNA Engine Chromo 4 PTC-200 késziilékben végeztiik.

2.3.3.c. ber-abl atrendezddés kimutatasa interfazis citogenetikaval

A vizsgalatok soran a 2.3.1.b.4. pont alatt leirtaknak megfeleléen jartunk el. A
kiértékelés sordn nem sulyoztuk az egynél tobb Ph kromoszomat tartalmazo sejteket, tehat a
%-o0s Ph pozitivitds megallapitasanal az 1 vagy az 1-nél tobb transzlokaciot tartalmazo sejtet
egyarant 1 db Ph+ sejtnek mindsitettiik (/. 1.3.2.d. dbra). Harom egészséges egyén
fehérvérsejtjein végzett kontrol vizsgalatok soran a fals pozitivitas atlag + 2 S.D.értéke 4.8%-
nak adodott, ezért a pozitivitds hatart 5%-ban allapitottuk meg. A kdvetkezd cytogenetikai
valasz kategoridkat hataroztuk meg: nincs valasz (66% <Ph+ sejt), minor valasz (33% <Ph+
sejt < 66%), major valasz (1% <Ph+ sejt <33%), teljes valasz (nincs Pht+ sejt) (24).
Figyelembe véve a fals pozitivitast, 1 % valodi pozitivitds 6/100 fuzids szignalra pozitiv sejtet
és a teljes citogenetikai valasz pedig ennél kevesebb aranyu pozitiv sejtet jelent. Az
automatizalt iFISH analizishez is BCR/ABL kétszinii, egyszeri fuzids (SF) proba kittet
(Vysis, Downers Grove, IL) hasznaltunk a citologiai preparatumokon, a gyartd utasitdsai

szerint.

2.3.3.d. Ph kromoszéma kimutatas kariotipizalassal

A heparinnal alvadisgatolt vérmintakat 37°C-on tenyésztettiik 24 és 48 oraig. 60 perces
kolchicin kezelést (0.375 pg/ml) kdvetden a mintakat hipotonizaltuk, (0.075M KCL, 37°C-on
30 percig), majd metanol/ecetsav (3:1) elegyében fixaltuk. Ismételt mosast kovetden a sejteket
tisztitott targylemezre cseppentettiik, és levegdn szaritottuk. A G-savozast Leishman-festékkel
végeztik, a metafazisokat Nikon Microphot mikroszkoppal, illetve Ikaros kariotipizalo
szoftverrel (Metasystems, Altlussheim) értékeltiik a Nemzetkozi Citogenetikai Némenklatira
(2005) szabalyainak megfelelden. A terapias valasz kategoriak a kovekezok voltak: komplett
0% Ph+ sejt, parcialis 1-35% Ph+ sejt, (major 0-35% Ph+ sejt), minor 36-65% Ph+ sejt,
minimalis 66-95% Ph+ sejt, nincs valasz >95% Ph+ sejt (25).

2.3.3.e. Automatizalt iFISH analizis. Citometria.

Az automatizalt iFISH szignal analizist Metafer4 (MetaSystems, Altlussheim, N.o.)
automatizalt fluorescens metszet szkenneld rendszerrel végeztiik, melynek mikroszkop alapjat

egy Zeiss Axioplan2ie MOT motorizalt epi-fluoreszcens mikroszkdp képezte, mely BW CCD
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kameraval (CV-M1, JAI, Dania) volt felszerelve. Az automatizalt analizis 3 {6 részelembdl
allt: sejtmag szelekcio, iFISH szignal detektalas és iFISH szignal tavolsagok 3D mérése.
2.3.3..e.1. Sejtmag szelekcio. Ezt virtudlis grid eléfokuszalast, majd minden képmezd
tovabbi automatizalt finom fokuszalasat kovetden 4 paraméter beallitasaval optimalizaltuk. A
relativ DAPI intenzitds, a maximum €s minimum mag teriilet, a maximum konkav mélység és
a maximum 4tl6 arany megfeleld értékeit interaktiv training rendszerben hataroztuk meg.
2.3.3.e.2. IFISH jel detektalas. Az iFISH jeleket a megfelelé szincsatornaban
(SpOrange ¢és SpGreen) a magok teljes mélységét attekintd 5, egymastol 0.5 um tavolsagra
levé fokuszsikban, a kontraszt, intenzitas, teriilet €s a masik, ugyanolyan szinli szignaltol

mért, tényleges 3D legkisebb tavolsag alapjan azonositotta a rendszer.

Transzlokaci6 pozitiv mag Transzlokacioé negativ mag
D3
D4
D4
D3
D2 D2
D1 D1

2.3.3.3. dbra. A transzlokacié pozitiv €s negativ magok sémas 4brazoldsa. A sarga szin a
fuzios szignalt jelzi. DI1-4 a kiilonbozd szinli jelek kozotti tavolsagokat jelzi ndvekvod
sorrendben.

2.3.3.e.3. iFISH szignal tavolsag mérés. Az azonositott zold illetve piros szignalok
geometriai centruma kozotti tényleges 3D tavolsagot 40X objektiv hasznalata mellett pixel-
ben (1 pixel 0.168 um) hatarozta meg a rendszer. A magonkénti 2 piros és 2 zold szignal
esetén ez 4 tavolsag mérést jelentett (2.3.3.3. dbra). A legkisebb mért tdvolsadg adatot
hasznaltuk a Ph+ és Ph-magok kozotti diszkrimindlashoz. A zo6ld és piros jelek kozotti 4
tavolsag koziil a legkisebb tavolsag eloszlasat homogén Ph+ illetve Ph- sejtpopulacidkon
tanulmanyoztuk, hogy a két populdcidt optimalisan szeparald vagasi pontot (’cut-off érték)

meghatarozzuk.
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2.4. Epstein-Barr virus (EBV) pozitiv B-sejtek klonalis fejlodése T-sejtes malignus
lymphomakban

2.4.a. BetegtOrténet - Beteganyag

2.4.a.1. lszbeteg A 42 éves férfi tobb régiora kiterjed6 lymphadenomegalia,
multiplex vOroses-lilas, elevalt, viszket6 bérelvaltozasokkal keriilt felvételre, B-tiinetek nem
voltak. A stating vizsgalatok pathologids nyirokcsomokat jeleztek a kismedencében is, de
leukaemias vérkép illetve csontveld érintettség nem volt kimutathatd. Axillaris nyirokcsomo
(nycs) biopsiabol kevert sejtes Hodgkin-lymphoma (cHL-MC) diagnézis sziiletett. ABVD
protokolt kezdtek, de 2 ciklus utan — a gyenge valasz miatt — ezt BEA-COPP kezelésre
valtoztattak. A kezelés végére a generalizalt lymphadenomegalia perzisztalt, s6t folyamatosan
fokozodott, ezért rebiopsia (nycs €s bor) tortént. Ezek valamint az els6 biopsia, konzultaciora,
a PTE, Pathologiai Intézetébe keriiltek, ahol a ‘3.4.b. Eredmények’ fejezetben leirt diagnozis
sziiletett. Ezutdin CHOP, majd CHOPE ¢és DHAP kezelést alkalmaztak, de a tumor nem
reagalt, sulyos B-tiinetek, tumorozus nyirokcsomo ¢€s bdrelvaltozasok, kachexia alakult ki és a
beteg 15 honappal az elsé biopsia utan exitalt.

2.4.a.2. 2.s2.beteg. Az 50 éves, sulyos B-tiinetek és generalizalt lymphadenomegalia
miatt felvett férfibeteg anamnézisében gyogyult sigma carcinoma és — Crohn betegség miatt —
6 éves steroid és Imuran kezelés szerepelt. Nyirokcsomobiopsiabol a ‘3.4.b. Eredmények’
fejezetben leirt pathologiai diagnosis sziiletett. CHOP protokol csak részleges remissiot
eredményezett, a rezidudlis tumorra radiotherapiat kapott a beteg, de mas regidkban recidiva
alakult ki. A mésodik vonali proMACE/MOPP kezelés eredménytelen maradt, a sulyos B-
tiinetek perzisztaltak, rekurrens infekciok, neutropenia, csontveld aplasia kovetkeztében, a
kemorezisztens lymphoma miatt, 13 honappal a betegség kezdete utan a beteg exitalt.

2.4.a.3. 3.5z. beteg. A 76 éves ndbeteg rectalis vérzés miatt keriilt felvételre, a gastro-
¢€s colonoscopia negativ volt, de az UH vizsgalat kiterjedt abdominalis lymphadenomegaliat
észlelt. A ‘3.4.b. Eredmények’ fejezetben leirt pathomorphologiai diagndzis sziiletett az
explorativ laparotomia soran eltavolitott nyirokcsomobol. CNOP kezelést kezdtek, de néhany
napon beliil methycillin rezisztens Sta. aureus sepsis, granulocytopenia alakult ki €s a beteg
exitalt.

2.4.a.4. A véletlenszerlien észlelt, EBV+ B-sejteket tartalmaz6 T-sejtes lymphomas
harom beteg vizsgalata utdn szisztematikus, retrospektiv vizsgalatot folytattunk a PTE,

Pathologiai Intézetben diagnosztizalt és archivalt 365 T-sejtes lymphoma valamint 20 reaktiv,

44



dc_1046_15 24

emlétumor kapcsan tortént axillaris blokk disszekciobdl szarmazd nyirokcsomo6 formol-

paraffinos anyagain.

2.4.b. Hisztoldgia és immunhisztologia

A szovetdarabok PBS-sel pufferolt 4%-os formaldehidben (pH 7.2) keriiltek fixalasra
24 6raig, majd standard technika szerint paraplast beagyazas tortént. 4 um-es metszeteket HE-
ra, metilalt Giemsa-ra, PAS-ra festettiink. Az immunhistologia szilanizalt lemezekre felhuzott
4 um-es metszeteken tortént. 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 membran protein-1 (LMP-1), Epstein-Barr nuclearis
antigén-2 (EBNA-2), kappa és lambda konnytilancok (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) markereket jeloltiink primer monoklonalis
antitestekkel. A szdvetfeltarast egyedileg allitottuk be. El8hivoként a Vectastain® 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 el6hivorendszert (DakoCytomation) ¢és
szinreagensként a 3,3’-diaminobenzidin-t (DakoCytomation) vagy a 3-amino-9-etilkarbazol-t
(VectorLaboratories Inc., Burlingame, CA, USA) hasznaltuk Ventana NEXES 5.1
(VentanaMedical Systems Inc.) vagy DakoAutostainer (DakoCytomation) automatakban. A
mikroszképos képeket Nikon Eclipse E400 mikroszképban, Nikon Plan 20x/0.40 vagy
40x/0.65 objektivekkel és Nikon Coolpix 4500 kameraval készitettiik. Ha sziikséges volt, csak
‘all-pixel-all-colour’ valtoztatasokat hajtottunk végre a digitalis képeken Adobe Photoshop
5.0 software segitségével.

2.4.c. EBER és human mRNS in situ hibridizacid paraffinos metszeteken

Epstein-Barr virus kodolt RNS-t (EBER) valamint a human kappa és lambda mRNS-t
Epstein-Barr virus proba (Novocastra Laboratories Ltd.) és Kappa/Lambda (mRNA) PNA
Probes (DakoCytomation) felhasznalasaval detektaltuk a gyartok eldirdsait kovetve. A
proteinaz K eldemésztést azonban mikrohullamu eldkezelésre — feltarasra (3 x 5 perc, 900 W,
pH 6.0-os citrat pufferben) valtoztattuk. A hibridizacios terméket az EBER esetében
Amplification kit-tel (Novocastra Laboratories Ltd.), mig a konnyiilanc mRNS-ek esetében
PNA ISH Detection Kit-tel (DakoCytomation) hivtuk elé, mindkét esetben Fast Red TR Salt-
ot (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri, USA) hasznaltunk kromogénként.
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2.4.d. Szuszpenzidban, paraffinos blokkbdl izolalt magokon elvégzett EBER-FISH

A magokat 50 um vastag paraffinos metszetekbdl izolaltuk annak érdekében, hogy az
u.n. trunkécios effektust minimalisra csokkentsiik. A deparaffinalas és rehidralas utdn a
metszeteket 5 percig mikrohulldmu kezelésnek vetettiik ala (900 W, citrat puffer, pH 6.0),
melyet 0.5%-0s pepsin (Sigma-Aldrich Corp.) emésztés (pH 2.0, 30-40 perc, 37°C) kovetett.
A mintékat ezt kovetéen 50 um porusnagysagu nylon szlirdn atszirtiik, centrifugaltuk majd
ismét mikrohullam kezelésnek tettiik ki (4 x 5 perc, 900 W, citrat puffer, pH 6.0). Az izolalt
magokat 50 %-o0s, majd 70 %-os etanolban mostuk, lecentrifugaltuk és a folyadék feleslegét
teljesen eltavolitottuk. Eppendorf csévekben 10’ magot hibridizaltunk 30 pl FITC-cel
konjugalt EBV prébaval 37°C-on, éjszakan at, alland6 agitalas (enyhe razas) mellett. A
hibridizacié utan a mintakat 3 x 5 percig mostuk TRIS/0.05 % Tween-20 pufferben. Kettés
amplifikaciot alkalmaztunk (mindegyik 30 perc, 37°C): 1. anti-FITC-peroxidase (1:500,
VectorLaboratories Inc.), 2. tyramin-FITC (1:3000, Dr Szuhai Karolytol, Leiden University,
Department of Molecular Cell Biology, Leiden, The Netherlands). Az amplifikélasi 1épések
kozott és utan a sejteket 3x5 percig mostuk TRIS/0.05% Tween-20 pufferben, majd
reszuszpendaltuk 500 pl PBS-ben és flow citometrias méréseket végeztiink rajta. Az EBER-
FISH eljarassal jelolt nuklearis magszuszpenziorol késziilt digitalis képeket Zeiss Axioskop
epi-illuminaciés fluoreszcent mikroszkop, Achroplan 40x/0.65 objektiv, HV-C20 Hitachi 3
CCD kamera és ImanMot 1.2 image acquisition software felhasznalasaval nyertiik. A képeket

digitalisan nem modositottuk.

2.4.e. EBER-FISH pozitiv paraffinos magok flow citometrids szortirozasa

Az EBER pozitiv magokat a szuszpenzioban végrehajtott EBER-FISH reakciot
kovetoen FACSort flow citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) szortiroztuk ki.
Reaktiv nyirokcsomo6 paraffinos anyagabol izolalt, EBER-FISH reakciéval kezelt
magszuszpenzio szolgalt negativ kontrolként. A szortiroz6 kaput az EBER negativ magok

FITC fluoreszcens intenzitdsanak megfelelden allitottuk be.

2.4.f. Teljes genom amplifikacid paraffinos magokbol extrahilt DNS-en

A szortirozott paraffinos magokbdl standard fenol-kloroform modszerrel izolaltuk a
DNS-t. Az igy nyert DNS-t — a tobbiranyu feldolgozés miatti nagyobb DNS mennyiség igény
miatt — teljes genom amplifikacionak vetettiik ala. Ehhez az ‘improved primer extension
preamplification’ (I-PEP) PCR moddszert (1) hasznaltuk néhany valtoztatassal, melyek a

kovetkezok: 1. a DNS-t fenol-kloroform modszerrel izolaltuk, ii. 1.5 U genomikus RedTaq
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DNS polimerazt (Sigma-Aldrich Corp.) alkalmaztunk, iii. az I-PEP-PCR elegy teljes
mennyisége 10 ul volt.

2. Ha a formol-paraffinos anyagokon tovabbi specialis molekularis vizsgalatokat nem,
csak antigén receptor génatrendezddés PCR tesztet végeztiink, akkor 1-2, 10 pum-es
metszetekbdl durva DNS_lizatumot készitettiink. A metszeteket deparaffinaltuk, , a maradék
szovet pelletet100-200 pl emészté pufferben (1L0mM Tris-HCI / pH: 8.3/, 50 mMKCI, 2.5 mM
MgCI2, 0.45% Triton X-100, 0.45% Tween-20), 200 pg/ml proteindz K (Sigma-Aldrich
Corp.) tartalom mellett, 56°C-on, éjszakan at emészettiik. Emésztést kovetden a proteinaz K-t

95°C-on, 10 percig inaktivaltuk. Az emésztett szovetmaradvanyt kicentrifugaltuk és a

szupernatanst hasznaltuk fel a PCR amplifikéciohoz.

2.4.9. T-sejt receptor gamma (TCR-y) génatrendezddés PCR vizsgalat

3.A monoklonalis TCR-y génatrendezddést a kordbban leirt V és J primereket
felhasznaldo multiplex PCR-rel azonositottuk (2). A PCR elegy a kovetkezoket tartalmazta:
200 pM mindegyik dNTP-bél (Invitrogen, San Diego, CA, U.S.A), 50 mMKCI, 10 mMTris-
HCI (pH: 8,3), 1,5 mM MgCl;, 20 pmol mindegyik primerbél, 1,25 U Taq DNS polimeraz
(Sigma-Aldrich). A PCR amplifikacié a kdvetkezd volt: pre-denaturacio 94°C, 5 perc, 40
ciklus a 40 msp 94°C, 60 msp 61°C, 60 msp 72°C korbdl, végsé elongacié 72°C 5 perc
thermocyclerben (MiniCycler, MJ Research,Watertown, Massachusetts, USA). A PCR
terméket 10%-os poliakrilamid és/vagy 2%-os agar6z gélben frakcionaltuk és 0,5 pg/ml
ethidium-bromiddal festettiik.

2.4.h. IgH génatrendez6dés és szekvencia analizis—I|

Az alkalmazott eljards mindenben megegyezett a 2.3.2.c.4. pont alatt leirtakkal.
Ugyanazt a modszert hasznaltuk a paraffinos metszetekbdl szarmazo durva lizatum valamint

az EBER+ szortirozott magok I-PEP-PCR termékének feldolgozasahoz.

2.4.1.Szomatikus hipermutacid analizis

Az 1l.sz és a 3.sz beteg nyirokcsomoibol flow szortirozott, EBER+ sejtmagokbol
izolalt DNS valamint a 3. sz. beteg nyirokcsomojanak formol-paraffinos anyagéabol izolalt
DNS képezte ezen vizsgalat targyat. Az alkalmazott eljards mindenben megegyezett a
2.3.2.c.5. pont alatt leirtakkal azzal a kiilonbséggel, hogy jelen tanulmanyban mintanként 20
szubklont szekvenaltunk annak érdekében, hogy az ‘on-going’ szomatikus hipermutacié is

vizsgalhato legyen.
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3. KLONALIS HETEROGENITAS ES EVOLUCIO HAEMATOLOGIAI
NEOPLASIAKBAN

3.1. A hiperdiploid gyermekkori pre-B acut lymphoblastos leukaemia szubklonalis
architekturaja

3.1.a Bevezetés

Az 1970-es évekre a gyermekkori hyperdiploid pre-B-sejtes acut lymphoblastos leukaemia
(pre-B-pALL) , mig az 1980-as évekre a magas hyperdiploid (HeH) pre-B-pALL kategoria is
ismerté valt a konvencionalis citogenetikai analizis (CCA) és a DNS citometriai vizsgalatok
nyoman (1-10). Késébb, a kezelési valaszok alapjan, a 47-50 modalis szdmmal (MN)
jellemzett alacsony hyperdiploid (LeH) valamint az MN 51-67 csoportot képezé HeH pre-B-
pALL-t is elkiilonitették (11-13). A HeH statuszt megkisérelték tovabb stratifikalni. Azokat a
pre-B-pALL betegségeket, melyekben a DNS index (DI) > 1.16, az MN 56 — 67 volt, vagy
tripla triszémia (TT; +4, +10, +17), dupla triszémia (DT; +4, +10) illetve egyszeres
kromoszéma 18 triszomia (+18) fordult eld, szignifikdnsan jobb prognozisuaknak
véleményezték, de nem alakult ki ezen stratifikaciokat illetéen nemzetkdzi konszenzus (14-
17). Legtjabban az MN > 58 citogenetikai kategoriat képviseld pre-B-pALL-t értékelték a
barmilyen egyéb citogenetikai csoportndl jobb progndzisunak, tovabba a vizsgalatok azt
mutattadk, hogy a magas MN ¢és a TT valgjaban ugyanazon, kiillondsen jo lefolyasu
betegcsoportot azonositja (18, 19). Ezen adatok egybehangzoan arra utalnak, hogy a
numerikus abberacioknak ezen betegség patomechanizmusaban és progndzisaban is

meghataroz6 szerepiik van, de ezek szamos részlete még nem ismert.

A nem random kromoszéma nyerések patogenetikai kovetkezményei nagyrészt nem
értettek (20). A kromoszoma nyerések patomechanizmusa is kevéssé ismert, legalabbis az
adatok ellentmondasosak. A négy potencidlis, teoretikus patomechanizmus utvonal (Route
IR/1 - kezdeti kozel-haploid genom allapot utan kromoszéma duplikacio; R2 — kezdeti genom
tetraploidizaciot kovetd kromoszoma vesztések; R3 — egymast kovetd sejtoszlasok soran az
egyes kromoszoémak szekvencialis nyerése; R4 a kromoszomak egyidejii nyerése egyetlen
koros mitosis folyaman) kozott nem lehetett egyértelmiien egyet meghatarozni, viszont a
prekurzor 1ézi6 in utero kialakulasa is felmeriilt (21-25). Azonban az jol ismert — legalabbis az
MN 51 — 54 garnitaraval jellemzett HeH pre-B-pALL-ben -, hogy a 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 és
X kromoszoémak érintettek leggyakrabban, a 21-es kromoszéma csaknem 100 %-0S
incidencija és gyakori tetraszomigja mellett (11, 12). Osszességében azonban elmondhato,

hogy a HeH pre-B-pALL kialakulasat illetben a Route 4 patomechanizmus utvonal és a
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kromoszoma instabilitds (CIN) patogenetikai szerepének hidnya preferalt ma a nemzetkozi

irodalomban (11, 13).

Jelen munkaban a 8 leggyakrabban involvalt kromoszoma kopia szdm (CNA)
valtozasait kovettiik 89 kezeletlen HelL és HeH pre-B-pALL gyermek csontveldi blasztjaiban
ugy, hogy 2 x 4 szini multiplex interfazis fluoreszcens in situ hibridizacios eljarast (MiFISH)
valamint automatizalt, szkenneld mikroszkop allomast hasznaltunk a vizsgalatok soran. A 8-
paraméteres korreralt genetikai adatgylijtés lehetdvé tette, hogy analizaljuk a kromoszéma
nyerések hierarchiajat, a CIN fennalltat, a klonalis heterogenitast és evoluciot. Ezek alapjan

konkltuzidkat tudtunk levonni a kromoszoma nyerések patomechanizmusat illeten.

3.1.b. Eredménvyek

Kétfajta szubklont azonositottunk minden leukaemias mintaban, mindkét esetben a 2 x
4 iFISH vizsgalat alapjan (3.1.1. dbra). i./ a kromoszoma szam szerinti szubklonok sejtjei
ugyanannyi total kromoszéma nyerést mutattak (a nyert kromoszomak 0Osszetételétol
figgetleniil); ii./ az egyedi szubklénok a 8 kromoszéma szerint ugyanazon numerikus
konstellaciot képviselték. Egyfajta total kromoszéma szam szerinti szubklont tobb, mint
egyfajta egyedi szubklon épithet igy fel. El6szor a szubklonok szdmat a total kromoszéma
nyerés alapjan, betegenként vizsgaltuk. Igy minden leukaemia mintdban a kromoszéma szdm
szerinti szubklonok gyakorisagénak eloszlasat nyertiilk valamint megallapitottuk a modalis
szamot (MN), melyet a leggyakoribb szubklon total kromoszéma szama alapjan definidltunk.
Mivel ebben a tanulmdnyban 8 kromoszémat vizsgaltunk, az iMNg jelolést (8 kromoszomara
interfazisban FISH-sel nyert MN) alkalmaztuk, hogy ezt a paramétert elkiilonitsiik a metafazis
vizsgalatok sordan meghatirozhaté konvencionalis MN-t6l. Ezen parameter alapjan a 214
leukaemias mintabol 89 (41.6 %) bizonyult hyperdiploidnak (HD, iMNg > 47), melyek
rekurrens genetikai aberraciot nem mutattak (1. 2.1.a.). Ezek kozott 36 (a HD csoport 40,4 %-
a, az Osszes eset 16.8 %-a) bizonyult HeL-nek (iMNg47 —50), mig 53 (a HD csoport 59.6%-a
és a teljes beteganyag 24.8%-a) HeH (iMNg 51 — 67; anyagunkban a legmagasabb érték 62
volt) besorolast nyert. Az iMNg értékek bimodalis eloszlast mutattak, a csticsérték a Hel

csoportban  47-nek, a HeH csoportban 55-nek felelt meg (3.1.2. dbra).
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1st hybn'djzation

2nd hybridization

CEP17 LSI21

3.1.1. dbra A target sejt egymast kovetd, 2 x 4 iFISH jelolése. A az elsd probaszet (CEP szet)
— CEP4 (voros), CEP6 (zold), CEP10 (aqua), CEPI8 (arany); B wugyanazon target
rehibridizacidja a 2. probaszettel (LSI & CEP szet) — LSI14 (voros), LSI21 (zold), CEP17
(aqua), CEPX (arany). Negativ kontrol mag,, DAPI hattér magfestés, 63x.
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3.1.2. dbra Az iMNS8 értékek gyakorisdg megoszlasa a 89 HD leukaemidban. A csucs
halmozodas Hel-ben 47-nél, HeH-ban 55-nél volt, mig iMN8 49 — 50 iMNS értékek kozott
hiatus lathato.

50



dc_1046_15 31

A sejtek total nyert kromoszoéma szama alapjan, atlagosan, 6.9 illetve 10.2 szubklont
azonositottunk a HeL illetve a HeH csoportban. A domindns szubklonok atlagosan a
tumorsejtek 49 %-at illetve 34 %-at alkottak ebben a két csoportban (3.1.1. tabldzat). A
leukaemias mintdkban a kromoszoéma szam szerinti szubklonok gyakorisagi eloszlasa harom
mintdzatot mutatott: 1) Gauss-i tipusu (harang alaku/, vagy sziik, vagy széles alapa, 2) mas
esetekben a HeL ¢és a HeH status kozott a szubklonok eloszlasa kozel azonos gyakorisagot
mutatott, széles tartomanyban, 3) szignifikdns aranyban egyértelmi, vagy Hel vagy HeH
talsalya, bimodalis eloszlas volt megfigyelheté (3.1.3.a. és 3.1.4.a dabrak). Az iMNg, az
egyedi szubklonok Osszetétele és gyakorisdga valamint a kromoszomak modalis szédma
(modus) kozott specifikus Osszefiiggést tartunk fel és mutattunk be (26, és ennek a
Supplemental Appendix III dokumentuma). Ezek soran semmilyen indirekt jelet kozel
tetraploid vagy kozel haploid leukaemiara nem taldltunk. A HeH leukaemia kollekcio 4
relapszus leukaemidt is tartalmazott. Mindegyik relapszus esetén ugyanazon fenotipust
¢észleltiik, de egyik esetben sem egyezett meg a relabald leukaemia iMNg értéke az eredeti
leukaemia ugyanezen paraméterével. Ehelyett a kovetkezoket észleltiik a relabald paroknal
(ID = beteg azonositoé szam): ID1 és 2, iMNg 56 vs. 54; ID5 és 6, iMNg 53 vs. 54; ID7 és 8,
iMNg 54 vs. 52; ID9 és 10, iMNg 55 vs. 57.

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy specifikus kromoszémak / kromoszéma
csoportok specifikus iMNg értékhez rendelheték, az egyes kromoszomak nyerésének
gyakorisdg eloszlasat hataroztuk meg i1MNg fliggvényében. A HeH csoportban,
kiilonosképpen iMNg 51-54 esetén, az egyedi kromoszomak — az egyforma iMNg értékkel
bir6 leukaemidkban is — az aneuszomia széles tartomanyat (0 — 10 %-t6l 80 — 100%-ig)
mutattak, kiilonosen a kromoszéma 4, 6, 10, 14, 17 és — kisebb mértékben — a kromoszéma
18. Ez a 21-es és az X kromoszomak esetén nem volt megfigyelhetd (3.1.2. tabldzat). A HelL
csoportban a target kromoszomak ugyancsak valtozatos nyerési ardnyokat mutattak, de kisebb

mértékben.
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3.1.3. é4bra. ID17 beteg adatai. A a total
kromoszoma szam szerinti szubklénok gyakorisag
megoszlasa. B a leukaemids populacioban az
egysejtes reprezentansok kizarasa utani egyedi
szubklonok alapjan nyert Steiner-fa. A sarga korok
az egyedi szubklonokat (scl, sc2, etc.)
reprezentaljadk, a korok  atmérdje aranyos a
szubklont alkotd sejtek szamaval.. A szubklonokat
Osszekotd  vonalakon a  valtozadst  mutatod
kromoszoma ¢€s a kopia szam valtozasanak jelolése
lathatdo: aa  diszomiabol  triszomiaba, ab
triszomiabol tetraszémiaba, etc., torténd atmenetet
jeloli A vords pottyok median vektorokat jeldlnek,
melyek vagy nem megtaldlt vagy nem létezd
klénokat képviselnek.
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3.1.4. abra ID16, 18, 34, 58 betegek adatai .
A kromoszoma nyerések szerinti szubklonok
gyakorisag eloszldsa. A szinkdodok random
(rézsaszin), sziik harangalakt - (kék) és
bimodalis (z6ld) eloszlast mutatnak. B A
legalabb két reprezentanst mutatd egyedi
szubklonok  alapjan  nyert  Steiner-fa.
Szimbolumok leirasa, 1. 3.1.3. sz. abra..
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3.1.5. abra. A kromoszéma nyerések UPGMA csoport
analizise mindegyik egyedi klon alapjan az 6sszes HD (A)

és a HeH (B) betegekben (euklédeszi tavolsag).
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3.1

3.1.1. tablazat. A kromoszdéma szam szerinti sejtarany a dominans szubklonokban valamint az

Osszes tobbi szubklonban az iMN_g értékek szerint a HeL. valamint a HeH kategdridkban

dominans | tobbi sejt | szubklonok
iMNg ID sejtarany aranya szama
47 11 0.29 0.71 I
47 13 0.18 0.82 13
47 19 0.18 0.82 12
47 21 0.57 0.43 )
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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A~ 1ONNAA 1=
dominané— — ["tobbi-sejt | szubklénok
iMNg ID sejtarany aranya aranya
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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dominans tobbi sejt | szubklénok

IMNg | ID sejtarany aranya aranya
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

Megallapitand6, hogy az egyes leukaemiakban a kromoszomak nyerése mutat-e specifikus
sorrendet, csoport analizist végeztiink az egyedi szubklonok alapjan. A kromoszoma nyerések
csoportjai az egyes leukaemiak kozott divergenciat mutattak, de a *csoport-fa’ alapjat mindig
a 21- és / vagy az X kromoszémak képezték. A HD és a HeH betegek Osszesitett csoport
analizise minden szoftver algoritmussal (MEGA 5 - NJ, UPGMA ¢és ME) nagyon konzisztens
mintazatot mutatott. A 21-X-14 kromoszoéma csoport alkotta a ‘csoport-fa’ alapjat, a 10-es €s
18-as kromoszomak, majd a 4-es €s 6-os kromoszoémak egy — egy rakovetkezd csoportot
képeztek, mig a 17-es kromoszéma nem tartozott konzisztensen az utdbbi két csoportbol
valamelyikhez. A két kiilonb6zd egyedi szubklon adatbazis, azaz az dsszes egyedi szubklon
figyelembe vétele valamint az egysejtes reprezentansok kizardsa, feldolgozasa soran is
egybehangz6 eredményeket kaptunk: a ‘csoportfa’ alapjat mindig ugyanaz a 3 kromoszéma
képezte és csak minor variabilitds mutatkozott a ‘csoportfa’ felsobb — késdbbi eseményeket

reprezentald — zonaiban (3.1.5. és 3.1.6. abrak).

311.00 184.50
A 10, chré B 7 chré
,ﬂ 311.00
430 chr10 252 184.50 chri0
1.
108.75 321.00 chrd 66.13 192.25 chra

144.05 364.00 chr18 86.77 217.50

58.53 472.75 chr7 14.85| 283.63

131.17 616.80 chrid 77.18 37040

chr18

chr17
chri4

] 675.33 chrX 1 405.25 chrX

chr21 chr21
806.50 48243

3.1.6. dbra. A kromoszdéma nyerések UPGMA csoport analizise a legalabb 2 sejtes egyedi
klénok alapjan az 6sszes HD (A) és a HeH (B) betegekben (euklédeszi tavolsag)

A 8-paraméteres korreldlt adatbazis alapjan meghatarozott egyedi szubklonokat
hasznaltuk fel a ‘haldézat — network’ analizishez (3.1.3.b. és 3.1.4.b dabrak). A HD leukaemiak

IMNg paramétere korrelalt az egyedi szubklonok szamaval, az Gsszes szubklon illetve az
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egysejtes reprezentansok nélkiil csoportban egyarant, (=0.423, p<0.001; r=0.395, p<0.001) és
— ennek megfeleléen - a Steiner-fa hosszaval (r=0.387, p<0.001; r=0.467, p<0.001). Az
egyedi szubklonok szama a HeH csoportban szignifikansan (p<0.001) magasabb volt, mint a
HeL csoportban, akkor is, ha minden egyedi szubklont figyelembe vettiink, vagy az egysejtes
reprezentansokat kizartuk (73.6 /tartomany: 14 — 187/ vs 39.6 /tartomany:2 — 170/ és 26.7
/tartomany: 4 — 55/ vs 15.3 /tartomany: 2 — 45/). Kiilonbdz6 Steiner-fa asszocialt
paramétereket szamoltunk (3.1.3. tablazat, 3.1.7. abra). Az egyedi szubklonok aktudlis szama
a HD, HeL ¢s HeH csoportokban linearisan korreldlt a mutacidok szamaval (azaz a Steiner fa
hosszaval). Ezentul, a feltételezett, szimultdn mutacidok szdma ugyancsak linearisan korrelalt a
Steiner-fa teljes mutacidinak szamaval. A detektalt szubklon szam — 1 / Steiner-fa hossza
hanyados informal a szekvencialis versus szimultdn mutdciok (kromoszéma nyerések)
gyakorisdgarol. Ezen szarmaztatott parameter atlagai nagyon hasonloak voltak a kiilonb6z6
leukaemia csoportokban, akkor is, ha az egysejtes reprezentansok kizarasra keriiltek

(tartomany 0.8 — 0.9).

A 100 B 1w
80 x 90 1
80 m 80 -—%m
Ay @ ',
g- 70 R % 70 %
& [
2 w0 B 60 z
K 3 d
@ 50 = 50 &
= c
c @
@ 40 3 40
3 =3
o @
@ 30 0 30
® A -
‘.6 20 ° 20
2
= 3
10 10
0 T T T T 1] T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% of non-sequential steps % of non-sequential steps

3.1.7. dbra. A szekvencidlis versus szimultdn kromoszoma nyerések %-os megoszlasa az
0sszes HD leukaemiaban a detektalt egyedi szubklonok — 1 / Steiner-fa hossz értékek alapjan.
A az egysejtes egyedi szubklonok kizarasaval ( atlag: 90.7 %), B az 6sszes egyedi szubklon
figyelembe vételével (atlag: 84.8 %).

Ugyancsak vizsgaltuk az egyes kromoszomak instabilitdsat az iMNg szerint HeL és
HeH csoportokba tartozé egyes leukaemiakban. Mindegyik kromoszoma esetében, az egyedi
szubklonok alapjan, a modalis kromoszoma szam (M, a leggyakoribb kromoszoma szam
érték) keriilt megallapitasra és a leukaemia sejtek azon frakcidja (F), melyekben az adott
kromoszéma szdma az M-tdl eltérd volt, kiszamolasra keriilt. Az atlagos CIN érték, azaz a
varians sejtek aranya, a HeL és a HeH csoportokban 0.13 illetve 0.23 volt (a CIN tartomany
0.01 -0.46 illetve 0.04-0.45 tartomanyban mozgott, ha mind a 8 kromoszoma értékeit
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atlagoltuk betegenként, vagy 0.07 — 0.20-nak illetve 0.16 — 0.30-nak bizonyult, ha a
kiilonb6z6 iMNg kategoridju leukaemiakban egy bizonyos kromoszéma atlagait néztiik (3.1.4.
tablazat).

3.1.c. Megbesz¢€lés

A magas hyperdiploid (HeH, MN 51 — 67) pre-B-pALL a leggyakoribb pre-B-
pALL szubtipus entitas a kaukazusi fehér rasszban (11, 12, 13, 27). A klinikai, citogenetikai

¢s genetikai vizsgalatok széles kore és hosszu torténete ellenére nem alakult ki konszenzus
illetve az aneuploidia patomechanizmusat illetéen (14-18, 20). Jelen tanulmany azt tlizte ki
célul, hogy a HD pre-B-pALL-ben a kromoszéma nyerések mechanizmusat és evoluciojat
jobban megvilagitsa. Ennek érdekében a 214 kezeletlen pre-B-pALL beteg csontvel6i
blasztjainak vizsgalataval 8-paraméteres genetikai adatbdzist hoztunk létre. Ezt egy Gjonnan
kifejlesztett, relokalizaciot alkalmazd 2 x 4 iFISH eljarassal 8 kromoszéma numerikus
abberacidi vonatkozasaban nyertiik, melynek sordn olyan valddi, korreldlt adatbazis jott 1étre,
melyet a sejtoszlasi preferencidk nem torzitottak. iFISH vizsgélatok sordn az alpozitivitas
hatarérték (vagasi pont) meghatarozasa kritikus (28). A leggyakoribb eljaras a reaktiv, diploid
sejtekben a fals kromoszoma vesztés / fals nyerés meghatarozasa. Azonban fals nyerés egy
diploid sejtben biztosan nem olyan valdsziniiséggel kovetkezik be, mint a fals vesztése
ugyanazon kromoszémanak egy tetraploid / tetraszomids sejtben, mikézben mindkettd 3
szignalt (triszomia jelleg) eredményez. Ennek ¢és mdas okoknak koszonhetéen kombinalt
probak hasznalata esetén, melyek valdsziniisithetden tobb, mint 2 kopidban fordulnak eld, a
vagasi pontok meghatarozasa nagyon nehéz, ha egyaltalan lehetséges. Eloszor, a kontrol
sejteket pontosan ugyanolyan hibridizaciés proceduranak kell alavetni, mint a leukaemias
sejteket. Masodszor, a sejtvonalak heterogének és instabilak, ezért a kiillonboz6 citotipusok
csak egy kis frakcioja felelhet meg olyan kontrolnak, melyet egy multiparaméteres iFISH
vizsgalat igényelne (pl., MHH-CALL-2 vagy NALM-16 sejtvonalak a DSMZ kollekcidban
/DSMZ GmbH, Braunschweig, Németorszag/).

Ebben a tanulmanyban a vagési pontok reaktiv, diploid sejteken nyert eredmények ¢és a
Poisson eloszlas alapjan lettek meghatarozva, melynek sordn a fals nyerések / vesztések

aranyat bemutattuk. A tri- és tetraszOmia  meghatarozas atlagos standard deviaciojat is

megadtuk, de ezek kombindlt aneuszomiak esetén nem alkalmazhatok vagasi pontokként.
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3.1.2. tdbldzat A kromoszoma nyerések gyakorisaga iMNg szerint, a HeL és HeH leukaemiakban

j6iMN;
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
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47
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47
47
47
47
47
47
47
48
48
48
48
48
48
48
48
48
49
49
50
50
51
51
51
52
52
52
52
52
52
52
52

ID  Chrd %
11 [ 13
13 | 15
19 | 22
21 44
29 39
37 |7
51 | 56
62 | 24
65 | 12
68 | 9
92| 2
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148 [IECHEN
150 0
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156 0
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230 0
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joiMN; ID Chrd% Chr6% Chrl0% Chr14% Chrl7% Chrl8% Chr21% ChrX %
53 0 88 29
53 3 99
53 89
53
53
53
53
53
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
56
56
56
56
56
56
56
57
58
62
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3.1.3. tablazat A kromoszoma konstellacio szerinti egyedi szubklonok €s a Steiner-fa
asszocialt paraméterek 6sszefliggései a kiilonbozo leukaemia csoportokban.

HD HelL HeH
r* p** r p r p
klon # vs Steiner-fa hossz
minden kariotipus
egysejtes reprezenténsok 0977 <0001 0978 <0001 0981 <0001
kizarasa 0.977 <0.001 | 0.981 <0.001 |0.964 <0.001
‘szimultan’ mutaciok vs
Steiner-fa hossz
minden kariotipus 0.798 <0.001 | 0.897 <0.001 |0.774 <0.001

egysejtes reprezentansok

., 0.494 <0.005 | 0.504 <0.05 0.368 <0.01
kizarasa

klonszam - 1 / Steiner-fa

hossz
minden Kkariotipus 0.848 0.797 0.868
egysejtes reprezentansok 0.907 0.936 0.897
kizéarasa

* 1 - Pearson korrelacids koefficiens, ** p — egymintas valosziniiség proba

Azonban, hogy az értékelés biztonsagat fokozzuk, minden olyan esetben, ahol a korrelalt
adatbazist csoport vagy halozat analizisre hasznaltuk, az egyedi kromoszoma konstellaciot
mutatd szubklonokkal a szamitasokat kétféleképpen is elvégeztiik: minden egyedi szubklont
figyelembe véve, vagy csak a legalabb két reprezentansbol all6 subklonokat tekintve. Annak
a valoszinlisége, hogy tévesen ugyanaz a 8-helyértékii szamsor, helyértékenként 3 valtozdval,

kertiljon leolvasasra, a 10°-10" tartomanyban van.

Az iIMNB8 értékek gyakorisag eloszlasa azt mutatta, hogy pre-B-pALL-ben a
hyperdiploiditas kialakuldsdban résztvevd leggyakoribb nyolc kromoszéma vizsgalataval

illetve a kariotipizalassal nyert MN adatok nagyon szorosan korrelaltak (7, 13, 15).
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3.1

3.1.4. tdblazat . Az egyes kromoszémak modalis szdma (M) valamint az ettdl eltérd értéket mutatd sejtek aranya, iMNg szerint a HeL és HeH csoportban

iMNg  ID
47 11
47 13
47 19
47 21
47 29
47 37
47 51
47 62
47 65
47 68
47 92
47 129
47 141
47 148
47 150
47 151
47 156
47 159
47 165
47 185
47 195
47 201
47 230
48 30
48 58
48 70
48 76
48 93
48 168
48 186
48 191
48 231
49 61
49 163
50 128
50 204

Mean of F:

Chr4

NNPNPNNNNNONNNNNONNDNNNDNNNNONNDNNNNONNDNNDDNDDN

Chr4
0.13
0.19
0.22
0.44
0.39
0.07
0.44
0.26
0.12
0.10
0.01
0.00
0.00
0.10
0.00
0.01
0.00
0.00
0.00
0.09
0.03
0.03
0.00
0.52
0.48
0.07
0.04
0.00
0.13
0.16
0.00
0.00
0.06
0.00
0.00
0.00
0.11

Chr6

NNPNNNNNNNDNNNNNNNDNNNNDNNNNNNNNNNDNNNDNNNNDW

Chr6
0.47
0.15
0.20
0.01
0.42
0.14
0.46
0.16
0.27
0.04
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07
0.00
0.02
0.00
0.09
0.01
0.04
0.00
0.39
0.53
0.04
0.02
0.00
0.41
0.19
0.02
0.03
0.03
0.00
0.00
0.22
0.12

Chr10

NNPNPNNNNNNNNNNNNNNNNNDNNNNNNNNNNNNNNNNNDDN

Chr10
0.02
0.24
0.15
0.01
0.39
0.09
0.48
0.02
0.02
0.07
0.01
0.18
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.06
0.01
0.01
0.00
0.03
0.43
0.09
0.01
0.00
0.14
0.13
0.01
0.00
0.09
0.00
0.00
0.03
0.08

Chrl4

NBENWNDNNPNNNNENPNNNNNONDNNNNNNNNNNNONNNDDNDN

Chrl4
0.39
0.34
0.09
0.04
0.23
0.51
0.26
0.21
0.10
0.00
0.54
0.16
0.00
0.00
0.00
0.04
0.00
0.00
0.02
0.41
0.01
0.08
0.03
0.06
0.63
0.00
0.05
0.11
0.15
0.08
0.00
0.00
0.43
0.05
0.20
0.50
0.16

Chrl7

NNPNNNNNNONDNNNNNNNDNNNDNDNNNNNNDNNNNNNDNNNNDN

63

Chrl7
0.01
0.09
0.13
0.01
0.30
0.01
0.16
0.09
0.10
0.00
0.00
0.02
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.00
0.00
0.16
0.00
0.05
0.05
0.20
0.19
0.00
0.00
0.24
0.09
0.02
0.00
0.00
0.16
0.00
0.00
0.30
0.07

Chr18

NNPNNNNNNODNNNNNNNNDNNNDNNNNNNNNNNNNNNDNNNNDN

Chr18
0.03
0.16
0.17
0.07
0.41
0.03
0.47
0.04
0.06
0.00
0.03
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.03
0.00
0.17
0.01
0.01
0.00
0.18
0.38
0.13
0.06
0.00
0.00
0.26
0.00
0.01
0.13
0.00
0.01
0.14
0.08

Chr21

WNOINNWNWWWWNNOWNDNDNNNWWWNOWNDNDNNNDNNNNNNDN

Chr21
0.05
0.16
0.28
0.01
0.50
0.09
0.45
0.01
0.22
0.01
0.18
0.03
0.10
0.01
0.11
0.17
0.01
0.15
0.00
0.44
0.01
0.02
0.57
0.19
0.44
0.21
0.01
0.13
0.07
0.55
0.03
0.66
0.14
0.12
0.03
0.56
0.19

ChrX

WWERWNWNNNNNWOWNNWWENNENNENNENEPEENNNENND®W

ChrX Mean of

0.55
0.19
0.14
0.41
0.45
0.22
0.47
0.03
0.47
0.22
0.03
0.56
0.01
0.00
0.00
0.01
0.00
0.08
0.00
0.23
0.01
0.20
0.01
0.34
0.62
0.46
0.39
0.09
0.16
0.12
0.07
0.00
0.19
0.00
0.33
0.00
0.20

0.21
0.19
0.17
0.13
0.39
0.14
0.40
0.10
0.17
0.05
0.11
0.12
0.01
0.01
0.01
0.04
0.01
0.03
0.00
0.21
0.01
0.06
0.08
0.24
0.46
0.13
0.07
0.07
0.14
0.19
0.02
0.09
0.15
0.02
0.07
0.22
0.13
0.07-0.20

0.01-0.46



iMNg
51
51
51
52
52
52
52
52
52
52
52
53
53
53
53
53
53
53
53
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
54
55
55
55
55
iMNg

ID
24
67
200

20
33
35
36
71
193

15
31
56
57
60
66
170

(o2}

16
17
22
40
43
49
54
55

12
23
38
ID

<=3

S WWWWWWNWWWNWNNWWWNRNWWNNWRNNNWWNWNNDW

=

r4

Chr4

0.18
0.00
0.48
0.28
0.24
0.06
0.05
0.03
0.00
0.00
0.04
0.00
0.03
0.09
0.43
0.55
0.49
0.15
0.01
0.08
0.15
0.26
0.49
0.10
0.09
0.18
0.30
0.03
0.37
0.08
0.12
0.08
0.06
0.40
Chr4

Chr6

0.30
0.10
0.23
0.30
0.28
0.07
0.11
0.23
0.47
0.00
0.19
0.17
0.14
0.14
0.37
0.39
0.46
0.17
0.01
0.15
0.28
0.43
0.41
0.32
0.08
0.09
0.26
0.20
0.31
0.10
0.12
0.11
0.15
0.29
Chré

Chr10
M

WWWWWWWNWNWWWWWWNWWNDNWNOWDNDNNDNWWNNDW

3
Chr10

Chr10
F
0.44
0.07
0.13
0.30
0.23
0.00
0.00
0.01
0.00
0.12
0.00
0.09
0.05
0.00
0.46
0.41
0.42
0.26
0.00
0.11
0.25
0.42
0.40
0.06
0.11
0.00
0.27
0.20
0.31
0.08
0.14
0.13
0.06
0.41
Chr10

Chr14
M

WA WWWEAEANWDNPBENWWWWNOWNDNWDNWWWWWNNWWWWDN

4
Chr14
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Chr14
F
0.16
0.23
0.43
0.33
0.53
0.50
0.19
0.05
0.38
0.14
0.05
0.31
0.04
0.09
0.47
0.48
0.62
0.46
0.00
0.50
0.44
0.59
0.35
0.28
0.12
0.31
0.45
0.17
0.24
0.02
0.39
0.45
0.33
0.34
Chr14
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Barmelyik megkozelitéssel, a total kromoszoma szam szerinti szubklonok, az egyedi
kromoszéma konstellaciot mutatd szubklonok — az Osszes, vagy a legalabb kétsejtes
reprezentansok — alapjan, masszivan heterogén szubklonalis architektara mutatkozott az egyes
leukaemidkban. Az els6 megkozelitéssel kideriilt, hogy a dominans szubklonok csak kb. a
felét illetve a harmadat tették ki a HeL illetve HeH csoportba tartoz6 leukaemidknak. Ezen
adatok korreldlnak egy, genetikailag nem szubtipizalt, csak néhany pre-B-pALL leukaemian,
mindossze 4 kromoszomara folytatott iFISH tanulmany eredményével, de a legnagyobb CCA
adatbazissal, mely szerint az ALL esetek 84%-dban csak 1 klon volt kimutathatd, szoges
ellentétben allnak (12, 29, 30). A CCA ¢s az iFISH adatok kozotti diszkrepancia
magyarazhat6 azzal, hogy a CCA procedura soran klondlis szelekciod 1éphet fel a szubklonok
eltér6 novekedési sajatossdgai miatt, tovabbd azzal, hogy az iFISH tipizdlds egy
nagysagrenddel nagyobb sejt vizsgalatan alapul. A CCA egyébként korrelalt adatgyiijtésnek
szamitana, feltéve, ha egy mintdban levd Osszes normal és genetikailag abberans klont
reprezentalna, mely a jelen adatok tiikrében mar nem valosziniisithetd. Bar a CCA - szelektiv
felismerési képessége ellenére — kelléen nagy kohort vizsgalata alapjan fel tudja ismerni egy
kompenzalja a nagyrészt elveszd, sejt specifikus genetikai informaciot (31). Ez lehet az oka
annak, hogy az 1j technologiak alkalmazasa megkérddjelezi a pre-B-pALL CCA-ra
bazirozott, kvazi monoklonalis jellegét (28). Legujabban az 0j generazids szekvenalas pre-B-
pALL-ben, beleértve a HD leukaemiakat is, az immunglobulin nehézlanc gén (IgH) lokusz
massziv heterogenitdsat tarta fel. Ezt az IgH génatrendezddés folyamatosan ("ongoing’) — a
malignus transformécio utan is — zajlo jellegével magyaraztak (22,32). Tehat ez a jelenség
magasabb ¢és nem a tumor genezis szintjén alakult ki, mint amit jelen tanulmanyunk leir.

A harom kiilonb6z6 modon meghatarozott szubklénok szama szignifikdnsan
kiilonbozott a HeH és Hel csoportokban, de az egyedi szubklonok szdma (mindkét definiciod
szerint) nem korrelalt erdsen az i1MNjg értékekkel. Ez azzal magyarazhatd, hogy a
kromoszoma szam szerinti szubklonok gyakorisdg eloszlasa bizonyos  heterogenitést
mutatott, kiilonb6z6 mintazatokat vett fel és nem valtozott aranyosan a névekvé iMNg-cal. Ez
azt jelenti, hogy sokkal egyszerlibb, ’célirdnyosabb’ valamint sokkal komplexebb,
’elagazobb’ leukaemogenesis egyardnt allhat a klinikailag manifesztalodo HD pre-B-pALL
hatterében. Tovabba, a bimodalis szubklon mintdzat arra utal, hogy szubklonalis szinten is
szelekcios nyomds 4llhat fenn a HeL illetve a HeH tartomanyokban, melynek
kovetkezményeként — vagy HelL vagy HeH talsulya - két szubklon populacié fordul elé a HD
pre-B-pALL-ben. A massziv szubklondlis heterogenitas mellett fokozott CIN értékeket is
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talaltunk a HeL és a HeH csoportokban, melyek meghaladtak a a kromoszoma stabil tumorok
illetve a reaktiv sejtek hasonld értékeit 3-4x illetve 5-8x (33). A négy relapszus HeH
leukaemia valtozd iMNg értékei is ezt a jelenséget tiikrozhették. Egy tanulmany azonban mar
leirt hasonld jelenséget, 11 relabalo HeH pre-B-pALL esetén 7 relapszus valtozatlan, 4
viszont valtozé6 modalis kromoszoma szam (MN) mellett kovetkezett be (34). A CIN
fennalltat HD pre-B-pALL-ben mar CCA ¢és iFISH tanulmény is leirta, de nemzetkozi
szakmai korokben az az allaspont dominal, miszerint a HeH pre-B-pALL-ben a CIN
patogenetikai szerepet nem jatszik és a ritkan metafazissal is lathatd szubklonok inkéabb
klonalis evolucid, mint kariotipus instabilitas eredményei (11, 12, 13, 15, 30, 35). A CIN-re
valamint a multiplex CNA-re vontakozo, klonalisan fiiggetlen relapszusok fennalltat feltaro
leleteink egyiranyba, szubklonalis heterogenitds, ’passenger’ mutansok, preleukémias klon

fennalltara utalnak (36).

Az egyedi kromoszoma nyerések gyakorisag eloszlas vizsgalata iMNg szerint azt
mutatta, hogy nem mindig ugyanazon kromoszoéma szet adja a nyeréseket, még azonos iMNg
mellett sem. Ez valamint azon csoport analizis eredményliink, miszerint a kromoszoma kopia
valtozadsoknak csak egy kis csoportja mutat csoportképzOdést, arra utalnak, hogy a
kromoszoma szam szekvencialis valtozadsanak fontos szerepe van a HD pre-B-pALL
leukemogenezisében. A  hdlézat analizis tovabbi bizonyitékokkal szolgalt ezen
patomechanizmus mellett. A Steiner-fa az egymastdl egységnyi genetikai -eltérésben
kiilonbozé egyedek (itt szubklonok) kozotti legrovidebb haldzatot képviseli. A Steiner-fa
hossza valamint a feltételezett ’szimultdn’ mutacidkat is tartalmazd egyedi kromoszoma
konstellaciot mutatd szubklonok szama kozotti linearis és nem logaritmikus 0sszefiiggés arra
utalt, hogy a kromoszdéma szadm valtozasok tobbségben szekvencidlisan, egyesével, mentek
végbe. A detektalt egyedi szubklonok — 1 / Steiner-fa hossz szamérték 1.00, ha minden
mutacidé szekvencialis, de kozeliti a 0.00 értéket, ha minden mutacié szimultan. Ezen
paraméter értéke ebben a tanulmanyban azt mutatta, hogy a numerikus aberraciok kb. 90 %-a
szekvencialisan alakult ki. Bar ezek nyerések és vesztések is lehetnek, barmelyik esetben
valdszintisithetd, hogy ezen valtozasok nem random folyamatok, hanem szelekcids nyomas
hatasara sziilettek. Mivel korabbi allél dozis és CCA tanulmanyok kizartak a poliploidizaciot
és az azt kovetd kromoszdma vesztéseket, mint patogenetikai utvonalat (Route 2), mert a 21-
es kromoszoma kivételével a konzekutiv oszlasokban a szekvencialis kromoszéma nyerés
potencialis patogenetikai szerepét fenntartottak, mert bizonyitottak, hogy az alacsonyabb MN-

nél mutatott kromoszéma nyerések stabilan megmaradtak magasabb MN osztalyokban is, és
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mivel a jelen tanulmany szerint a kromoszéma szam szerinti szubklénok gyakori bimodalis
eloszlasa all fenn, az a véleményiink, hogy az adatok a megfeleld kromoszémék szekvencialis

nyerésére és nem vesztésére utalnak (11, 21, 24, 25).

Osszefoglalva, adataink azt mutatjak, hogy a magas hierarchikus rendezettséget
mutatd szekvencidlis kromoszoma szdm nyerés valamint a kromoszoma instabilitas
meghatarozo, de valosziniileg nem kizarélagos patogenetikai szereppel birnak HeH pre-B-
PALL-ben és ezek csak mennyiségileg, de nem mindségileg térnek el a HeL pre-B-pALL-ben
¢észleltektol. A jovobe nézve, ezen leukaemidkban a kromoszéma szegregacios
mechanizmusok vizsgalata olyan specifikus hibakat tarhat fel, amely 0j target terapia alapjat
képezhetik (37). Tovabba, az itt bemutatott (8-paraméteres kromoszéma szam) analizis
lehetévé teszi mindossze 3 kromoszéma vizsgélata alapjan — kozel 100 % specificitassal és
szenzitivitassal - a HeH status predikcidjat, melyet CCA adatok alapjan mar korabban is

megkiséreltek (38).
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3.2. t(12;21)(p13g22) pozitiv gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia:
Epidemioldgia, prognosztika és rezidualis betegség

3.2.a. Bevezetés

A gyermekkori ALL 85%-at kitevd, pre-B-sejtvonalt ALL prognodzisaban, tulélési
mutatoiban jelentds javulas kovetkezett be (1, 2). Ez nagyrészt a klinikai-laboratoriumi
prognosztikai faktorok — tobbek kozott a citogenetikai statusz — részletes analizisével,
valamint az ezek segitségével csoportositott, betegekre adaptalt specifikus terdpiaval,
altalanossagban a terapias lehetdségek jelentds fejlodésével kapcsolatos (3, 4, 5, 6). A 2000.
évi végleges gyogyulasi arany gyermekkori ALL esetén a nemzetkozi statisztikak szerint 70-
80% (7, 8, 9), s ennek a Nemzetk6zi BFM Munkacsoporthoz (International BFM-family
Study Group) csatlakozott Magyar Gyermekonkologiai Munkacsoport altal nyilvantartott
magyarorszagi beteganyag is megfelelt (10). A 2008-as adatok — a genetikai hattér
fiiggvényében — 80-85 %-os illetve 90% feletti tulélést igazoltak (11). A véglegesen gyogyult
betegek egy része azonban nyilvanvaldan tulkezelt, a betegek 20-30 %-a viszont alul-, ill.
rosszul kezelt, a terdpia eredménytelen. Ez tovabbi terdpia stratifikalast tett sziikségessé,
ennek viszont a betegség heterogenitasanak tovabbi feltarasa és tijabb prognosztikai faktorok
felismerése az eléfeltétele. A fentiek miatt a Magyar Gyermekonkoldgiai Munkacsoport olyan
programot inditott még az 1990-es évek kozepén, melynek célja az volt, hogy az akkori
ismeretek alapjan a legerdsebb, fliggetlen prognosztikai faktor, a szambeli kromoszéma
eltérés mellett a leggyakoribb — részben csak molekularis technikdkkal vizsgalhaté —
strukturalis anomaliak is vizsgalatra keriiljenek a gyermekkori ALL beteganyagban. A
program a t(12;21)(p13;922), a t(1;19)(q23;p13), a t(9;22)(q34:;q11) és a t(4;11)(q21;923)
vizsgalatat tlizte ki célul. Az ezen kromoszoma anomadlidkat, kiegyensulyozott
transzlokaciokat hordoz6 gyermekkori ALL betegek esetében a molekularis bioldgiai
modszertan 1) tavlatokat nyitott a minimalis rezidualis betegség (MRB) vizsgélata terén is
(12, 13). Tanulmanyunk els6 része a fent vazolt program soran végzett munka elsé
eredményét foglalja Ossze. A kiilonb6zd eljarasokkal (dramlédsi citometria, interfazis
citogenetika) DNS tartalom-kromoszoémaszam szerint profilozott ALL csoportokban a
t(12;21)(p13;922) eléfordulasat mutatja be a Magyar Gyermekonkoldgiai Munkacsoport altal
1995-99 kozott regisztralt 130 gyermekkori ALL beteganyagon (1. 2.2.a. pont). A t(12;21)
transzlokacidé a 12-es kromoszoman elhelyezkedd TEL (jelenlegi neve: ETV6) és a 21-es

crer

transzkripcids polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) kimutathat6 transzlokéaciot azért tartottuk
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fontosnak munkdnk els6 1épéseként vizsgalni, mert klasszikus citogenetikai eljarassal nem
detektalhaté; mai ismereteink szerint ez a pre-B-fenotipusu gyermekkori ALL-ben a
leggyakrabban el6forduld transzlokacio (12, 14, 15, 16, 17), a betegség kimenetelére
gyakorolt hatasarol az irodalomban ellentmondésos adatok talalhatok (14, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24) ¢és ilyen tanulmany ebben a geografiai régioban még nem tortént.

A MRB meghatarozas nagy jelentdségli, mert az indukcids kemoterdpiara adott
véalasz dinamikdjat mutatja, korai relapszust jelez és ©Onalld prognosztikai faktornak
bizonyult (25, 26, 27, 28, 29, 30). Az MRB mérésre alkalmazott modszer meghatarozasa
komplex kérdés. A kiilonbozé modszerekkel nyert eredmények biologiai jelentése eltérd
lehet, ezért vitatott, hogy mely moddszerek jellemzik legjobban a tumor higulast (31). A
kezdetben divatos PCR alapu eljarasokkal kapcsolatban hangstlyozandd, hogy a DNS
illetve expresszio (RNS) alapt moddszerek indirektek, nem ugyanazt mérik, az expresszid
nagysagrendekben eltérhet két hasonld sejtpopuldcidban, a viszonyitds egy referencia
génhez torténik (32, 33, 34, 35, 36, 37, 38). A sejt alapu eljarasok viszont a maradvany
leukaemias sejtek szamarol direkt informaciot adnak. Az aromlasi citometria szamara
azonban nem mindig all rendelkezésre patologids patognomikus fenotipus, vagy az a
lefolyas sordn el is veszhet (39, 40). A konvenciondlis citogenetika a tenyésztési igény, az
alacsony sejtelem vizsgalati szam, a klonalis szelekcid, stb miatt kevéssé alkalmas MRB
vizsgalatra (41, 42, 43, 44). Az interfazis citogenetika (iFISH) ezen hatranyok jelentds
részét lekiizdi, célkérdésekre képes valaszt adni, de a fals pozitivitds ardny onmagéaban
MRB meghatarozasra kevéssé teszi alkalmassa (44, 45, 46, 47, 48, 49, 50). Ha az
immunfluoreszcens fenotipizalas €s az iFISH in situ szimultdn vagy szekvencialisan — egy
relokalizaciot lehet6vé tevé eszkdzben (Scanning Fluorescence Microscope — SFM) -
elvégezhetd, akkor feno- és genotipizalds egysejt szinten megvaldsithaté (Kombinalt
Immunfluoreszcencia Interfazis FISH /KIIF/), valoészinisithetben joval magasabb
szenzitivitas mellett (51, 52, 53).

Ennek mentén céliink az volt, hogy egy olyan sejtszinti mdodszert fejlessziink ki,
mely kombinalja a fenotipizalast és az iFISH-t, tovabba, hogy ennek révén a rezidualis
tumor tdmeg szenzitiven és automatizaltan mérhetd legyen pALL-ben. Az itt leirt modszert
arra terveztilk, hogy a pALL-ben leggyakoribb feno- és genotipust képviseld,
ETV6/RUNXI1 (kordbban TEL/AMLI1) faziét eredményezd, t(12;21)(p13;q22)+ és acut
lymphoblastos leukaemia antigén (CALLA, CDI0)+ rezidualis leukaemias sejteket
legalabb 107 higulasig detektalni tudjuk.

A klinikai tanulmanyban a t(12;21)(p13;q22) pozitiv pALL betegség
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monitorizalasara a sejtalapa SFM/KIIF analizist kombinaltuk kiilonb6zé DNS markerek
valamint az RNS expresszid valosidejli, klon specifikus, kvantitativ polimeraz lancreakcid
(RQ-PCR, RQ-RT-PCR) vizsgalataval. Ennek soran a betegek egy részében a
posztindukcios periddusban olyan leukaemia prekurzorokat azonositottunk SFM/KIIF
eljarassal, melyek ’lathatatlanok’ voltak a DNS ¢és RNS alapa kvantitativ PCR

modszerekkel.

3.2.b. Eredmények

A 1(12;21) transzlokacio specifikus RT-PCR eljaras eredménye (3.2.1. dbra).

Betegmintak

M K+ K- % b.

3.2.1.4bra A t(12;21) kimutatasara alkalmazott RT-PCR eljaras  termékének
gélelektroforézissel torténd értékelése. M molekulasily marker; K+ pozitiv kontrolként
szolgald, a t(12;21)-t hordozo REH sejtvonal mintdban egy 267 bp ¢és egy 228 bp nagysagu,
eltéré intenzitdsu amplifikatum észlelhetd; K- ismert citogenetikdju, t(12;21) transzlokéciot
nem hordoz6 sejtvonal; Betegmintdk t(12;21) pozitiv ALL betegek, a. alternativ mRNS érés
eredményeként megjelent 228 bp nagysagu amplifikatum, b. intenziv 267 bp nagysagh és
gyenge 228 bp nagysagl amplifikatum (54).

A 130 ALL-es betegmintabol izolalt RNS-preparatumbol 105 esetben volt sikeres az
a2-a3 szakasz RT-PCR amplifikdlasa, azaz 105 ALL minta esetén allt rendelkezésre
megfeleld mindségli RNS. A 105 prepardtumbol 20 mintdban (19.0%) kaptunk pozitivitast a
t(12;21) transzlokéaciora ¢és 3 (2.8%) mintdban a m-ber tipust atrendezédésre. A két

transzlokacid egylittes eléfordulasat azonban nem észleltiik. A t(12;21) pozitiv gyermekek
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kozott 14 lany és 6 fia fordult eld, életkoruk 2 és 14 év kozott valtozott 5,8 év atlagéletkorral.

Bimodalis koreloszlast nem tapasztaltunk (3.2.2. dbra).

® lanyok

< _Eddtsta

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Kor (év)

3.2.2. abra A t(12;21) pozitiv betegek kor- és nem szerinti megoszlasa (54).

A t(12;21) pozitiv ALL betegek DNS tartalom szerinti kategorizaldsa soran
Osszehasonlitottuk a 122 valogatatlan ALL-es gyermek (8 esetben technikai okok miatt nem
tortént mérés) DNS index (DI) eloszladsat a transzlokaciora pozitiv gyermekek hasonld

paraméterével (3.2.3. dbra és 3.2.1. tabldzat).

| 88
o |
20
B vélogatatlan betegek
e %] Ot(12;21) pozitiv betegek
u |
N |
2 10 |
v |
w | -
1 11| ] 1 1 1
o-Em . mm wm H | zm L W . R . I
07508  0.850.8 09510  1.05-1.1 11542 12513 13514 17518 185189 1.95-2.2

DI

3.2.3. dbra A 122 valogatatlan és a 20 t(12;21) pozitiv ALL-es gyermek DI eloszlasanak
Osszehasonlitasa (54).

Az aramlasi citometrias DI alapjan a valogatatlan ALL betegek 2%-a hypodiploidnak, 72%-a
diploidnak, mig 26%-a hyperdiploidnak (6% hyperdiploid A, 20% hyperdiploid B) bizonyult.
E paraméter alapjan a t(12;21) transzlokacidra pozitiv betegek megoszlasa ugyanezen

ploiditasi csoportokban 0%, 95% és 5%.
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DI<1 DI=1 1<DI<1.15 DI>1.15 .
Dl o o o Osszesen
hypodiploid diploid hyperdiploid A | hyperdiploid B
t(12;21)+
0 19* 0 1 20
betegek szama
% 0 95 0 5 100

* egy betegben 75%-os diploid jellegii blastardany mellett egy minor, az Gssz blastpopulacio 6%-at kitevo,
DI=1.80 klont azonositottunk

3.2.1. tablazat A t(12;21) pozitiv betegek DI szerinti eloszlasa (54).

1.00

._lt—tt— ----- —pu-!l_ll-ll-lll

0.90
&0

oo r

0e0

Survival

050
040 I
[ o logrank: N.5.

020

{}Ul} I L ] 1] ] il 1 ]
12 18 24 30 36 4z 48 54 &0
Time since diagnosis (months)
na translocation B, == {112:21) posilive

60 47 36 24 i4 11 5 1 1 i}
17 15 0 7 4 3 2 0

A. —

A T8
B. 21

al risk

3.2.4. dbra A t(12;21) pozitiv illetve negativ, BFM-ALL-95 protokoll szerint kezelt, 6sszesen
100 ALL-es gyermek esemény mentes talélési gorbéi. P (log rank): 0.16, NS (55).

Osszesen 100, egységes terapids protokol (BFM-ALL-95) szerint kezelt pALL beteg
kozott 21, a t(12;21) transzlokacidt hordozd pALL-es gyermek klinikai kdvetését tudtuk
elvégezni. A klinikai rizikd csoportok megoszlasa a transzlokacid negativ 1ill. pozitiv
gyermekek kozott szignifikdnsan kiilonbozott (xz =15.95, DF:2, p<0.001). A t(12;21) pozitiv
gyermekek az alacsony riziké (LR) csoportba sorolddtak. Az esemény mentes tulélési gorbék
vonatkozasaban, azonban, a két csoport, a transzlokaciot hordoz6 illetve arra negativ, nem

kiilonbozott szignifikansan egymastol (3.2.4. dbra).

Az automatizalt kombinalt immunfenotipizalas (CD10) és iFISH (ETV6/RUNX1)
vizsgalatok (KIIF) soran az atfekvé sejtek (7.22 % + 5.64 %) a DAPI objektumok 2
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paramétere (3.2.5.a dbra), mig az autofluoreszcens sejttormelékek (1.07 % /0.44-3.77 %) a
SpGreen ¢és SpOrange jelcsatorndk alapjan (3.2.5.b. dbra) keriiltek kizarasra. Ezen
processzalast kovetden az egysejtes sejtfelismerés specificitasa 99.71 %-nak felelt meg, mig a
CD10 + vs CD10- sejtek a nyert 0.49+0.19 vs 0.12+0.04 afu (6nkényes fluoreszcencia
egység) értékek alapjan, melyek P<0.001 szintli szignikdns kiilonbséget mutattak, jobban
elkiilonitheték voltak. A CD10+ és CD10- sejteket diszkriminald fluoreszcencia intenzitds
vagasi pont meghatarozasa érdekében a negativ és pozitiv sejtek CD10 fluoreszcencia
intenzitasanak eloszlasat vizsgaltuk, az optimalis szenzitivitast €s specificitast a 0.18 afu
hatarérték biztositotta (3.2.5.c. dbra). Igy a CD10 detektalas szenzitivitasa 99.78 %-nak,
specificitasa 99.79 %-nak bizonyult (3.2.2. tabldzat). A fals pozitivitas hatarérték (atlag + 2
SD) 0.51 %-ként keriilt meghatarozasra a CD10+ sejt detektalas folyaman. Az ily modon

tortént CD10 pozitivitdss meghatdrozds sebessége datlagosan 33 sejt / sekundum volt

! feclation of sngle celle from sggregetes b Exclusion of autofluorescence objects
05 (% 1’2 ] 1 : ﬁ:..o
E ~ , )
I  oo] | gleR?
B ] 1 °®
i 0.4 - § g 0,6 1
0,2 § o 037
0 g O 018 T T T 1
’ 2 2 0 04 08 12 16
object area {um
] - fluorescence int. (Sp Green)
3.2.5. 4bra a A DAPI csatornaban mért
Distribution of CD10-FITC mean fluorescence intensity objektum 4rea az X tengelyen, az
¢ objektumok excentricitasa [(1-A/B)Y?,
—— ] ahol A és B az objektum hosszabb és
100 rovidebb tengelye] az Y tengelyen
s U e BB | abrazolodik. A 2P histogram  /scatter-
S 0 E —— 3 | plot/ alapjan az egyes sejtek ol
g '« ——m | clkildnithetdek. b A SpGeen (CD10 jel
“é 2 1 ' ‘ ol csatorna) és a SpOrange (hattér /
o 0 Tkt autofluoreszcens csatorna) csatornakban
[,
0 . 0115 ’ _._Op%O mért CDI0+ sejtek  fluoreszcens
fluorescence intensity (afu) . e . :
intenzitasanak 2P hisztogramja

(scattergram). Az el6z0 hisztogramon
kikaptuzott egysejt DAPI objektumokon beliill a mindkét csatorndban magas, ezért
autofluoreszcencianak mindsiilé objektumok kizarhatok. ¢ A CD10 fluoreszcens intenzitas
eloszlasa (efu) negativ kontrol (ncl-nc5) és pozitiv kontrol (pc) sejteken, reverz kumulativ
hisztogram alapjan (56).
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3.2.2 tébldzat A pozitiv sejtek aranya csak a CD10 immunfluoreszcencia (IF) hatarérték

(CD10+) illetve az ETV6/RUNX1 iFISH fuziés szignal hatarértékkel kombinalt (KIIF)
kritérium (CD10+, iFISH+) rendszer alapjan (56).

Mintak CD10 CD10 és ETV6/RUNX6 A vizsgalt sejtek
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

Atlag+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 triplikatumbol szarmaznak és a negativ sejtekben higitott pozitiv sejtek
%-o0s aranyat mutatjak.

100 H

frequency (%)

The shortest distances between green and red
FISH signals

o 1 2 3

——nC

4 5 6 7
distance (pixel)
——pcC

Az automatikus iFISH detektalds soran az
iIFISH pozitivitas hatart a legrovidebb piros —
z0ld jeltavolsag alapjan 7 pixel-ben (1.18 pum)
hataroztuk meg, ennél 98 % szenzitivitast és
82.7 %

alacsony specificitas annak tudhat6 be, hogy az

specificitdst nyertiink. A relativ

extraszignalt — nagy intenzitds variabilitasa
miatt — kizartuk a pozitivitas kritériumok koziil

(3.2.6. abra).

3.2.6. abra A legrdévidebb, piros és zold 1FISH szignalok kozotti jeltavolsag eloszlas negativ
(nc) és pozitiv (pc) kontrol sejteken, kumulativ hisztogram alapjan. A hatarérték 7 pixel-ben
(1.18 um) kertilt megallapitasra (56).
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A CDI10+ ¢és iFISH+ kritériumok alapjan az automatizalt rendszer CD10+, iFISH+ (leukaemia
sejt) valamint CD10+, iFISH- (haematogonium) csoportokra tudta Szeparalni a szkennelt
DAPI objektumokat. A KIIF moddszer szenzitivitasa 98.67 %, specificitasa 99.97 %-nak
bizonyult (3.2.2. tabldzat).

A pozitiv események detektalasanak legalacsonyabb, még megbizhato szintjét a fals
pozitivitas + 2 SD alapjan, 0.03% + 0.06 % = 0.09 %-ban hatdroztuk meg, mely 9 x 10™
gyakorisdgi esemény detektalhatosagat jelenti. A késdbbiekben ezt az értéket a gyakorlati
szempontok alapjan, a klinikai tanulményok soran 107 szintre ’rontottuk’. A KIIF alapjan
tortént pozitivitds meghatarozas nagyon jol korreldlt az elméleti pozitiv sejtértékekkel (r =
0.998) ¢és erdsebbnek bizonyult a csak immunfluoreszcencia alapjan tortént meghatarozasnal
észlelt korrelacional (r = 0.983). Az atlagos kiilonbség az KIIF pozitivitds meghatarozas és az
elméleti értékek kozott 0.26 % volt, de a MRB vizsgalat szempontjabdl nagyon fontos 0.1 % -
0.5 % tartomanyban ez az érték mindossze 0.01 % volt. (3.2.7. dbra). A kombinalt
immunfluoreszcencia + iFISH jelek automatizalt meghatarozasa, kategorizalasa és tarolasa

(KIIF vizsgalat) atlagosan sejtenként 15 msp-et vett igénybe.

Comparison of theoretical and measured values of the dilution sequences

100,0

- theoretlca! and R=0,9831
< 100 CD10:
< theoretical and
Z CD10+ETV6/RU R=0,9983
2 10
o
o
kel
(<)
5 01]
@
(<5
1S
0 . . : T T T T
0 01 0.2 05 10 20 5.0 100
expected positivity (%)
_______ theoretical values ——a—— CD10 values ——o— CD10+TEL/AML1 values

0.

3.2.7. ébra A CD10+, ETV6/RUNXI+ REH sejtvonal sejtek kiilonboz6é higitdsaiban az
elméleti és a CD10 immunfluoreszcencia (IF) illetve a kombindlt immunfluoreszcencia és
iFISH (KIIF) modszer alapjan mért pozitivitas értékek korrelacidja, mely r = 0.983-nak ill r =
0.998-nak felelt meg (56).

A klinikai tanulményban a kovetett 14 t(12;21) ETV6/RUNXI1+ pALL beteg
kiilonbozé modszerekkel és iddpontokban meghatarozott MRB adatait 6sszefoglaléan a 3.2.3.
tabldzat mutatja. Mivel a SFM / KIIF modszerrel a fals pozitiv arany 3 x 10™-nek, a véalasztott
pozitivitas hatarérték (atlag fals pozitiv + 2 SD) pedig 9 x 10™-nek felelt meg, a kiilonbozé
analitikai modszerekkel mért terapias valaszokat a MRB > 107 tartomanyban hasonlitottuk

0ssze.
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3.2.3. tdbldzat Tumor higulési, kiilonb6zé modszerekkel mért adatok a kiilonb6zé kovetési

idépontoknal, 14 ETV6/RUNX1+ pALL betegnél (57).

e Beteg Modszer 15. nap 33. nap 12. hét 5. ho
#1 SFM 1.0* NA 3.0<+t 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 45 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<
[ ]
e Beteg Moédszer 15. nap 33. nap 12. hét 5. hé
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 higulas a specifikus target relativ mennyiségének (1. 2.2.k. fejezet) negativ
logaritmuséban keriilt feltiintetésre; + A < szimbolum eldtti érték az adott modszerrel
detektalhatdé legnagyobb tumor higulas negativ logaritmusa; NA — Nincs adat (minta
hianyaban); + Ebben a betegben harom klont azonositottunk az immunglobulin nehézlanc
(IgH) génétrendezddés alapjan.

Csaknem minden beteg (88 % - 100 %) ebbe a tartomanyban esett mindharom modszerrel a
15. napon (3.2.3. tabldzat; 3.2.8. abra). Szemben, azonban, az RNS és DNS alapt analizis
eredményeivel, melyek minden esetben MRB < 107 statuszt mutattak a 33. napon illetve a 12.
héten, SFM/KIIF eljarassal a betegek egy részénél 10%-nal nagyobb MRB-et lehetett mérni.
Ezen tll, ezen beteg arany a 12. heti 13%-r6l az 5. honapra 36 %-ra ndvekedett, mikdzben
ezen érték zero maradt mind az RNS, mind a DNS alapu MRB vizsgéalatoknal. Az SFM/KIIF
modszerrel azonositott > 10° MRB pozitiv betegek az 5. honapnal, atlagosan, nagyobb
residuumot, vagy legalabbis CD10+ és ETV6ORUNXI1+ target sejteket mutattak (atlag MRB
érték: 1.9, tartomany: 1.4-2.5; atlag CD10+ sejt flow citométerrel: 1.3 %, tartomany: 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 médszer MRB > 107 statuszt mutatott, ezzel a modszerrel 1.5-3.1 illetve 2.9-4.2
nagysagrenddel alacsonyabb MRB érték volt azonosithatd, mint DNS illetve RNS alapu PCR
analizisekkel (3.2.3. tablazat).

. ‘ 3.2.8 4bra A 1073-nal nagyobb
80% '\a’;\ MRB-et mutatd betegek e?rénya
oo \\ RQ-PCR, RQ-RT-PCR illetve
o "\ SFM/KIIF modszerrel a kovetési
. ‘\\:\ / id6 fiiggvényében. Csak az utdbbi
o N - . modszer tudott CDI10-
do d15s d33 wi2 ms5 ETV6/RUNX1 dupla pozitiv,
—-0-~RQ-RT-PCR —4—RQ-PCR —— SFM leukaemia feno- és genotipusu

sejteket a 12. héten illetve az 5.
honapnal kimutatni ebben a MRB tartomanyban (57)
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3.29. abra iFISH mintazat t(12;21)
ETV6/RUNX1  (korabban  TEL/AMLI)
transzlokacio specifikus ETV6 (TEL) — zold
(SpGreen) ¢és RUNX1 (AMLI1) — piros-ES
(SpOrange) extraszigndlos probakkal A
normal sejtben — 2P és 2Z jel, B primordialis /
prekurzor leukaemia sejtben (monoallelikus
atrendezodés) — 1F, 1(+1)P és 1Z jel, C és D
leukaemias sejtekben (monoallelikus
atrendez6dés + a normal ETV6 (TEL)
delécidja /1F és 1(+1)P jel vagy a fazios (F)
gén duplikaciodja /2F, 1(+2)P és 1Z jel) (sajat
vizsgélat, nem publikalt &bra).

A FISH jelmintazat alapjan interfazis citogenetikai bizonyitékunk van arra, hogy a 12.
héten és az 5. honapnal, a kovetett betegek tobb, mint 1/3-ban (5 betegben) SFM/KIIF
modszerrel észlelt, dupla CD10-iFISH pozitiv sejtek leukaemia prekurzor sejtek és nem
leukaemias rezidualis sejtek (3.2.9. abra). Ahhoz, hogy a t(12;21)+ pALL kialakuljon, az in
utero 1étrejovo monoallelikus atrendezddéshez postnatalisan masodlagos aberracio 1étrejotte
sziikséges (75%-ban a normal ETV6 (TEL) delécidja, mely LOH-t eredményez vagy a fizios
gén duplikécioja). Valoban a kérdéses 5 beteg kezeletlen mintdiban komplex citogenetika volt
¢szlelhetd. 3/5-ben atrendezddés + a normal ETV6 delécidja, 1/5-ben dupla fuzids gén és 1/5-
ben az el6z6 két variaciot felvaltva hordozd szubklonok voltak azonosithatéak. Ezzel
szemben ezen betegek 33. nap utani kdvetési mintdiban a CD10+ sejtekben csak 1 fizio és 1

megtartott ETV6 (TEL) allél volt jelen, mely leukaemia prekurzor sejtre utal (3.2.9. B. dbra).

3.2.c. Diszkusszio és kovetkeztetések

A 1(12;21)(p13;q22) transzlokacid elenyészé aranyban, kevesebb, mint 0.05%-ban
mutathatd ki hagyomanyos citogenetikaval ALL-ben megbetegedett gyermekekben (58). A
transzlokacid klonozasat kovetd molekularis vizsgalatok fényt deritettek arra, hogy a
transzlokacioban a 12-es kromoszoma TEL, (jabb némenklatura szerint ETV6 /59/) illetve a
21-es kromoszéma AML-1 (RUNX1) génje vesz részt (60, 61). Az ETV6 és a RUNXT1 gének
terméke egyarant transzkripcios faktor, az utobbirdl tudott, hogy a haemopoesis-specifikus
gének (IL-3, GM-CSF, CSF-1, myeloperoxidase) expresszidjat regulalo RUNXI1/CBFp
transzkripcids faktor DNS-kotd alegységét képezi. (62, 63, 64). A RUNXI pozitiv regulatora
az embriogenezisben és a haemopoetikus differencidlodasban is centrdlis transzkripcios
faktorként szolgalé HOX géncsaladnak. A DNS-hez tortént kotodést kovetden a RUNXI

hiszton acetilaz-t (HA) rekrutidl, mely ’kinyitja’ a kromatint és engedi a transzkripcid
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progressziojat (65). A t(12;21) ETV6/RUNXI1 génfuziot eredményez, mely kiméra mRNS-
ként, illetve fehérjeként expresszalodik. A t(12;21) transzformald-leukaemogen hatdsa az
RUNXI1 termék aktivitasanak valtozasaval kapcsolatos (23). Az ETV6-RUNXI1 kiméra
fehérje megtartja a RUNX1 DNS kotési specificitasat (TGTGGT hexamer), de HA helyet
hiszton deacetilazt (HDA) kot, mely ’bezarja’ a kromatint és leéllitja a transzkriptiot. Kis
molekulastilyd  HDA gatlok klinikai tesztelése pozitiv eredményeket adott ebben a
betegségben (66).

Az egyik allélen bekovetkezd, t(12;21) altalaban mar prenatalis, de 6nmagaban
recessziv esemény, leukaemiat nem eredményez, csak leukaemia prekurzos sejteket.
Biallelikus aberracio (LOH) vagy fizids gén dozistobblet (duplikécio) sziikséges a leukaemia
kialakulasahoz (67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76). A fenti mechanizmust tdmogatja az a
megfigyelés is, miszerint a t(12;21) pozitiv ALL betegek kb. 75%-aban a nem atrendez8dott
masik TEL allél deletalt, ezzel heterozigozitds vesztést (LOH) okozva, a diagnosis
idépontjaban (59, 66).

A hagyomanyos citogenetikai vizsgalattal gyakorlatilag felismerhetetlen t(12;21)
eredményeként 1étrejové ETV6/RUNX-1 kiméra mRNS reverz transzkripcids polimeraz
lancreakcid (RT-PCR) segitségével kimutathatdé (61). A molekularis moddszerek
alkalmazasaval megallapitast nyert, hogy a TEL/AML-1 fzi6 incidencidja a gyermekkori
ALL-ben 16-23%, és ezzel a leggyakoribb kromoszomalis atrendez6dés e betegcsoportban
(17, 23, 77, 78, 79). Feln6ttkori ALL-ben ugyanakkor nem jellemzd, incidencidja minddssze
3% (78). A gyermekkori t(12;21) pozitiv ALL betegek egyéb paraméterekben is kiilon
alcsoportot képeznek az irodalmi adatok alapjan. A betegek 1-10 év kozottiek, 3 év koriili
halmozodassal, bar egy tanulméany bimodalis koreloszlast, 3 és 12 év koriili halmozodassal, is
leirt (23, 80). A leukaemids sejtek B-prekurzor fenotipusuak, diploid DNS allomannyal
rendelkeznek, és mas transzlokacid6 nem fordul el6 benniik (17, 23). E betegségcsoport
prognosztikajat illetden masfél évtizede intenziv nemzetkozi kutatasok zajlanak. A Magyar
Gyermekonkolodgiai Munkacsoport altal regisztralt beteganyagon t(12;21) ilyen irdnyu
vizsgalatok még nem torténtek (2000-ig). A fentiek, valamint a Nemzetkézi BFM
Munkacsoporthoz csatlakozott Magyar Gyermekonkologiai Munkacsoport adataival
kapcsolatos kompatibilitds igény is indokolta egy ilyen retrospektiv és jelenleg is zajlod
prospektiv vizsgalat végzését. Vizsgalataink soran a nemzetkdzi kozleményekben jelodlt
tartomanyba es6, 19%-o0s (tovabbi adatgyiijtésiink soran 20.5%-0s /81/) t(12;21) gyakorisagot
¢észleltiink a gyermekkori ALL populacidoban. A pozitiv betegek 75%-aban észleltiink kétféle

molsulytl amplifikalt terméket RT-PCR reakcidval, mely alternativ mRNS érés eredménye
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(16). Ennek prognosztikai jelent0ségére vonatkozo adatokat nem ismeriink. Ugyancsak
megegyezett a TEL/AML-1 pozitiv betegeink immunfenotipusa és koreloszlasa a korabban
kozoltekkel (19, 82). A t(12;21) egyiittes eldforduldsat az ismert rossz prognosztikai hatasa
m-ber tipustt Philadelphia transzlokaciéval nem észleltilk, mely Osszhangban &ll azon
megfigyelésekkel, miszerint a t(12;21) a kiegyenstlyozott transzlokacidkat tekintve izolalt
genetikai aberracid/ transzlokacié gyermekkori ALL-ben (12, 83).

A t(12;21) jelenlétét a leukaemids sejtekben tobb kozlemény jo, vagy kiemelkedden
eldnyos prognosztikai hatastnak tartja (12, 17, 20, 21, 23, 80), de ismeriink ezzel ellentétes
véleményt megfogalmazo tanulmanyokat is (13, 18, 22, 84, 85). Az utobbiak a t(12;21)
elényds prognosztikai hatdsdval szemben altalaban azt hozzék fel, hogy a transzlokéacio
gyakorisdga a recidivalo ALL csoportban megegyezik a betegség kezdetekor észlelttel.
Régota ismert és tobbszorésen megerdsitett tény, hogy gyermekkori ALL-ben a leger6sebb
egyedi és fiiggetlen prognosztikai faktor a kromoszoma szam, illetve a DNS tartalom az els6
remisszid idGtartama, illetve az 5 éves talélés szempontjabol (86, 87, 88, 89, 90, 91). E szerint
a legjobb a hyperdiploid B (MN > 50), de a hyperdiploid csoporton beliil az ellentmondd
adatok miatt tovabbi vizsgalatok sziikségesek az 51-55 és az 56-67 kromoszomaszam,
valamint a strukturalis anomalidk jelenléte modosité hatdsanak meghatarozasa érdekében (92,
93, 94). A prognosztikailag ellentmondasos adatok miatt is vizsgaltuk az RT-PCR-rel
azonositott betegekben a ploiditési statuszt. Azon észleletlink, miszerint a DNS index alapjan
a csak kb. kétharmadban diploid véalogatatlan ALL-hez képest a t(12;21) pozitiv ALL betegek
csaknem 100%-a diploid, 6sszhangban all tobb idevonatkozo kozléssel (17, 23). Az interfazis
citogenetikai vizsgalataink ugyan feltartak egy bizonyos mértéki heterogenitast, kb. 20 %-ban
pszeudodiploidiat (54), de ennek szerepe és léte kétséges a késobbi vizsgalataink alapjan.
Ugyanakkor a hivatkozott, ellentmondasos prognosztikai szerep kérdéskorbe illik az, hogy bar
a transzlokécio pozitiv pALL gyerekek klinikailag alacsony riziké csoportba sorolodtak, de az
eseménymentes tulélési gorbéjiik nem kiilonbozott a transzlokacio negativ pALL betegéitdl.
Ez kapcsolatos lehet azzal, hogy az 0ij betegségek valamint a relapszusok kozott kozel
egyforma a t(12;21) incidencia, ez pedig a leukaemia prekurzor allapotanak létezésével lehet

Osszefliggésben (69).

Ezen ellentmondéasok tisztdzasa a MRB, beleértve az esetleges prekurzor formak
detektalasanak igényét is, vizsgalatat tették szilikségessé. A PCR korszakban technikailag
lehetévé valt, nagyon alacsony, 10°-on szintii MRB klinikai jelentdsége bizonytalan, sét

inkabb kétséges, de a 103-0n szintli tumor sejt redukcid kimutatottan prognosztikai értékii
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(95, 96, 97). A kariotipizalas, 6nmagaban az iFISH, az aramlasi citometria MRD mérésre valo
alkalmazhatésagara valamint az RQ-PCR ¢és az RQ-RT-PCR eljarasok eltéré bioldgiai
jelentésére mar a bevezetésben (3.2.a. fejezet) utalas tortént (37, 38, 40, 41, 44, 50). A
t(12;21) ETV//RUNXI1+ pALL betegek kezeletlen és relapszus mintainak illetve ilyen
leukaemidban megbetegedd gyermekek koldokzsinor vérébol izolalt DNS-én elvégzett
klonotipikus PCR tesztek 2/14 illetve 7/14 mintaban talaltak prekurzur leukaemia sejtekre
utald leleteket (68, 69, 70, 73). Valogatatlan koldokvér mintak (567) 1 %-aban azonositottak
a mononuklearis sejtek 10° - 10" nagysagu frakciojaban (becsiilt érték) fuzios
transzkriptumot RQ-RT-PCR modszerrel. Ez az adott leukaemia kumulativ rizik6janal 100x
nagyobb gyakorisdg. Négy (4/6) mintabol nyert sejteken elvégzett konzekutiv
immunfluoreszcencia / iFISH révén, a prekurzor (CD10+) illetve az érett (CD10-, CD19+) B-
sejtek 0.24 — 0.33 %-ban monoallelikus fuzidt és intakt normal ETV6 gént mutattak ki (67,
72). Az egypetéjl ikrekben észlelt gyermekkori leukaemidk alacsony (~5%) konkordancigja,
a konkordans leukaemia altalaban hossz(i posztnatalis latenciaja alapjan in utero kialakulo,
tumor szupresszor gén (TSG), tehdt recessziv és monoallelikus, primér aberraciot
feltételeztek. Ennek alapjan és a fenti célok miatt olyan médszerre volt sziikségiink, mely
feno- és genotipus meghatarozast egysejt szinten, relativ nagy sebességgel (ritka esemény
detektalds) ¢és automatizaltan, magas szenzitivitassal ¢és specificitassal elvégez ¢és a
monoallelikus aberraciot is kimutatja. Az 1990-es évek elejétdl egyre ndvekvo igény volt arra,
hogy sejtobjektumok fenotipusa — beleértve a morfologiat is — és genotipusa egyarant
vizsgalhatd legyen. Eljarast a fenotipus €és a kariotipus egyiittes értékelésésre eldszor
Teerenhovi és mtsai kozoltek (98). Késébb interfazis sejten elvégzett kombinalt feno- és
genotipus  vizsgalat Kkifejlesztése tortént (51, 99). Olyan FICTION (fluorescence
immunphenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigation of neoplasms)
eljarast dolgoztak ki, mely numerikus kromoszoma aberriciot és fenotipust egysejt szinten
tudott vizsgalni (100). A fluoreszcens technoldgia fejlédésének koszonhetden mar tobbszords
immunmarker jelolés és multiplex genetikai aberracid vizsgélata is lehetévé valt (53, 101-
105). Ennek alapjan a modszer alkalmazasra keriilt mar MRB vizsgalatara is (106, 107). Az
Osszes addigi applikdcioban, azonban, az automatizdlt szkennelés csak a
fenotipus/morfolégiai  kritérium(ok)nak megfeleld target azonositasat és relokalizaciot
lehetéveé tevd kép-galéria létrehozédsat célozta. Az ezt kovetd iFISH szignal mintazat
felismerés / értékelés manudlisan tortént az el0zetesen szelektalt sejteken. Munkank soran
kidolgoztuk a pALL-ben leggyakoribb fenotipust és genotipus képviselé (47, 108), CD10+ /
t(12;21)(p13;922)+ leukaemia sejtek detektalasanak KIIF technologiajat, meghataroztuk az
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analitikai paramétereket (szenzitivitds, specificitds). Az eljarasunkban nem csak a fenotipus
marker volt automatizaltan szelektalt, de — korabbi munkank alapjan (109) — a 3D analizis
alapjan meghatarozott, pozitiv iFISH mintazat is. Az eljaras szenzitivitasa 98.67 %-nak
bizonyult, tehat a valddi pozitiv sejteknek csak 1.33 %-at nem tudja azonositani a rendszer.
M¢ég fontosabb, hogy a specificitas 99.97 %, azaz a fals pozitivitas (FP) 0.03 %. Az atlag FP +
2 SD pozitivitas hatarértéket (0.09 % = 9 x 10™*) megallapitva a klinikai dontésekben fontos
10 szintfi tumor higulas (29, 110) biztosan meghatarozhaté és a feno-/genotipus alapjan
galériaban archivalt sejtekben a monoallelikus vs. biallelikus genetikai aberraci6 analizalhato.

A klinikai tanulmany soran 14 t(12;21) pALL-ben szenvedd beteg 0sszesen 63
csontveld mintajaban a MRB-et - DNS markerek és a kiméra transzkriptum RQ-PCR illetve
RQ-RT-PCR modszerekkel torténé kovetése mellet - az ujonnan kidolgozott KIIF eljarassal
monitorizaltuk. Az SFM/KIIF eljarassal pozitivnak azonositott sejtekben (CD10+, 1 fuzié+)
az eredeti, leukaemia specifikus masodik genetikai aberracid hidnya arra utalt, hogy ezen
sejtelemek nem rezidudlis sejtek, hanem CD10+ prekurzor, preleukaemids sejtek. Ezek a 33.
posztindukcios naptdl jelen voltak, legnagyobb aranyban, tobb, mint a betegek 1/3-aban az 5.
honapban, de az eredeti leukaemiaban nem voltak detektalhatok. A t(12;21)+ pALL-ben
megbetegedett gyerekek kdldokvérsejtjein, a relabaldo ETV6/RUNXI1+ beteganyagon valamint
a valogatatlan koldokvérmintakon végzett, fentebb mar tomoren kifejtett, tanulmanyok mellett
tovabbi bizonyitékok is vannak a t(12;21)+ pALL prekurzor sejtek létezésére (74, 75, 76,
111). ETV6/RUNX1+ leukaemids csontvelében CD34", CD38"%", CD19" populacio
azonosithatd, melyek az atrendez6dést bi-allelikusan hordozzak, kiméra mRNS-t
expresszalnak és xenograftolhatok. Ezen elemek a rdk Ossejtek (’cancer stem cells’, *tumor
propagating cells’). Monochorionalis ikerpar egyik tagjat megbetegitd t(12,21)+ leukaemia
esetén az egészséges ikertagban is azonosithaté ez a CD34*, CD38", CD19" pro-B-sejt
populacio a kovetkezd jellemzokkel: i.) monoallelikus ETV6/RUNXI1 atrendez6dés, ii.)
kiméra mRNS expresszio hianya, iii.) a teljes IgH gén szintjén még csiravonal Ig gének, de az
IgH-DJ alapjan klonalis populacio, iv.) atolthatésag SCID egérbe (xenograf) — reprodukciods /
“self-renewing’ képesség. Az ETV6/RUNXI1 gén transdukalhatdo humén koldokvér sejtekbe
¢s egyediili mutacidként *6n-megujuld’ (xenograft) képességet idéz eld a sejtekben, melyek

CcD**, cD19" sejtekké differencidlodnak, rezisztensek apoptotikus stimulusokra.

A kezelet t(12;21)+ betegekben a 33. héttdl novekvd aranyban, 102 - 107
gyakorisaggal detektalt CD10+, ETV6/RUNXI1+ sejtek prekurzor leukaemia sejtek kell
legyenek, mert a 10”° — 10°® érzékenységii RQ-RT-PCR-rel illetve klon specifikus DNS alapt
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RQ-PCR-rel nem voltak detektalhatoak és monoallelikus atrendezodést mutattak. Ezek a
korlatlan ndvekedési potencidlra szert tett preleukaemids sejtek relapszus forrasai lehetnek,
melyek tipusoson késén alakulnak ki ebben a pALL tipusban, es nem rezidudlis leukaemia
sejtekbdl indulnak ki (20). Az egyetlen beteg (#1), aki a 24. honapban relabalt, az egyike volt
annak az 5 betegnek, akinél preluekaemids sejteket azonositottunk a lefolyas soran. Egy
masik beteg (#7) meningealis, de nem csontveldi relapszust mutatott, mely rezidualis

leukaemia sejtekbdl kellett kiinduljon.

Osszességében megallapithato, hogy a kidolgozott sejtszintli, kombinalt feno- és
genotipizaldsi modszer kezelt t(12;21)+ pALL betegekben el0szor mutatta meg, képi
valdsagaban is, a preleukaemids sejteket. Valdszintsithetd, hogy az eljaras alkalmazésa fontos

modszer lehet a t(12;21)+ pALL monitorizalasban és a relapszusok predikcidjaban.
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3.3. Ph+/bcr-abl atrendez6dés pozitiv betegségek vizsgalata iFISH--sel

3.3.1. Ph+/bcr-abl atrendezédést mutato acut és chronicus myeloproliferativ betegségek
heterogenitasanak vizsgalata

3.3.1.a. Bevezetés

3.3.1.a.1. Philadelphia kromoszoma (Ph) pozitiv acut lymphoblastos leukaemia (ALL) a
gyermekkori ALL-nek (pALL) mindossze 2-4%-at adja, a feln6ttkori ALL-nek (aALL)
jelentds részét, 25%-at képezi, mig ez a transzlokacidé pathognomikus a chronicus myeloid
leukaemiara (CML) (1, 2, 3, 4). A klinikailag nem ismert chronicus fazissal bir6 CML-es
betegekben kialakulé lymphoid blastos crisis (LBC) differencialasa de novo Ph+ ALL-t6l
kiilonosen nehéz. A CML-LBC-ra egyrészt jellemzd, hogy az acut blastos folyamat komplett
remisszioja az alapbetegség chronicus fazisaba torténd konverzidt jelenti, masrészt, hogy
biztosan el nem kotelezett Gssejt eredetli folyamatnak felel meg (5, 6). Ismert, hogy azon
latszolag de novo Ph+ ALL betegeknél, ahol komplett remisszié kialakuldsa ellenére a Ph+
sejtek nem tiinnek el, s6t aranyuk magas marad, chronicus fazisu — addig ismeretlen — CML-
re (CML-CF) kell gondolni. Ellenkezdleg, azon betegeknél, ahol a Ph+ acut blastos folyamat
komplett remisszidja utan a Ph kromoszéma nem volt kimutathaté a csontveldben, chronicus
fazisnak megfeleld klinikai €s periférids cytologiai kép nem alakult ki, a betegség feltehetéen
de novo Ph+ ALL-nek felelt meg. Ha ezen betegekben parcialis remisszio volt csak elérhetd,
akkor a csontveldi blast valamint Ph+ metafazis arany korrelalt egymassal. Az a feltételezés
alakult ki ezen az alapon, hogy a chronicus fazisba konvertalodé és nem konvertdlodé Ph+
ALL kiilonboznek a haemopoesis azon szintjében, ahol a genetikai aberracio és a
kovetkezményes klonalis proliferacio kialakulnak (5). Ez a kérdéskor, azonban,
ellentmondasos annak a 9 kozleményben bemutatott Osszesen 43 Ph+ ALL beteg
tanulmanyozasa alapjan, ahol a haemopoetikus sejtvonalak Ph kromoszoma érintettségét
vizsgaltak (1, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Tobbsejtvonalt ("'multilineage’) illetve lymphoid
vonalra korlatozott Ph pozitiv ALL egyarant szerepelt az esetek kozott, az eldbbi el nem
kotelezett Ossejt (uncommitted stem cell, UCSC), az utdbbi lymphoid elkotelezett dssejt
(lymphoid committed stem cell, LCSC) eredetre utalt. Schenk és mtsai (1998) ezen
vizsgélatok koziil a legutobbiként valamint addig a legnagyobb beteganyag feldolgozasa
alapjan azt kozolték, hogy a Ph+ de novo ALL mindegyike tobbsejtvonalt és ezért UCSC
eredetii betegség (15). Legljabban a kérdéskort, de novo Ph+ ALL és CML-LBC
differencidlhatosagat, aCGH (array Comparative Genomic Hybridization) modszerrel is

vizsgaltak (16).
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Annak érdekében, hogy tovabbi — a therapia szempontjabdl is Iényeges — informaciokat
nyerjiink ezen ellentmondasos témakorben, 17 Ph+ ALL beteg sejtvonal specifikus
morfologia €s az interfazis citogenetika szuperponaldsaval vizsgaltuk. Ezen technologia
alkalmazaséaval a témakort sejtvonal eredet szempontjabol vizsgalo addigi legutobbi valamint
legnagyobb tanulménnyal (15) ellentétes eredményt kaptunk.

3.3.1.a.2. Az essentialis thrombocythaemia (ET) eredeti, a Polycythaemia Vera Study Group
(PVSG) altal meghatarozott kritérium rendszerében a Ph kromoszéma hidnya szerepelt, de
ebbe késébb az atdolgozas soran a ber-abl atrendez6dés hidnya is bekeriilt (17, 18). A 80-as
évek végén, a 90-es évek elején, azonban, olyan Ph+ ET-nek nevezett, Ph+ betegekrol
szamoltak be kozlemények, akik ezen genetikai abnormalitdson kiviil egyébként mindenben
megfeleltek ET-nek és az anaemia, a splenomegalia, a leukocytosis hianya valamint normal
neutrophil alkalikus phosphatase (NAP) szint jellemezte Oket (19, 20, 21, 22). Bar ez a
klinikai kép tobb szempontban is kiilonbozott klasszikus ET-t6l illetve CML-tdl is, de az
utobbira mégis sokkal jobban hasonlitott, mivel ez is blastos crisis-be (BC) torkollott. A mai
altalanos vélemény szerint ez az entitds ET-ként kezdodé CML variansnak felel meg. Késébb
az essentialis thrombocythaemia tjabb variansa, az u.n. ber® ET keriilt leirdsra. Ezek a
betegek Ph negativak voltak, de bcr-abl atrendez6dést kellett hordozzanak, mivel molekularis
technikakkal kimutathatd volt a ber-abl kiméra mRNS expresszio (23, 24). Egy tanulmany
szerint 40 ET beteg 48%-a esett ebbe a kategoriaba, mig masok ett6l jelentGsen eltérd
incidenciat (13.3%, 6.4%, 5%, <1%, 0%) kozoltek (25, 26, 27, 28, 29, 30). Egy tanulmany
szerint, azonban, a bcr+ ET-ben a kiméra transzkript expresszié mértéke a tipusos CML-hez
viszonyitva 3-4 nagysagrenddel alacsonyabb (26). Az ellentmondas nem csak az el6fordulasi
gyakorisagra, hanem a klinikopathologiai besorolasra — nevezetesen, hogy a folyamatot
varians ET-nek vagy thrombocytosissal kezdodo CML-nek kell tartani — is vonatkozott. A
ber®  thrombocytosis  nem  kiilonbozott — szignifikinsan a  CML  chronicus  fazis
thrombocytosissal (CML-CP-T) allapottol, de néi talsuly, splenomegalia hianya, < 40 G/l
fehérvérsejt szam, a basophilia és az éretlen myeloid elemek valamint a csontvel6i myeloid /
megakaryocyta hyperplasia hianya, ritka blastos transzformacio, megtartott vagy fokozott
neutrophil alkalikus foszfataz (NAP) értékek voltak jellemzobbek (31). A bcr-abl expresszid

mellett a JAK-2 tirozin kindz mutacio vizsgalata az atfedo jellegii korképek besorolasat nem

segitette, ellenben a pathogenetikai komplexitast tovabb fokozta (32, 33, 34).
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Ezen ellentmondasok miatt egy tanulmanyt kezdeményeztiink, mely 64 konzekutiv, minden
klinikai és laboratoriumi kritérium szerint ET-nek megfeleld betegre terjedt ki. A 64-bdl 4
ber'-nak, ketté Ph*-nak bizonyult. Molekularis vizsgalatok szerint a ber” ET el nem kotelezett
6ssejt (UCSC) eredetii betegség. A csontveld morfometriai vizsgalata szerint a ber'-ET nem
kiilonbodztethetd meg a tipusos ET-t6l, mig a Ph* ET ezen paraméterck alapjan sokkal jobban

hasonlit a CML tipusu myeloproliferaciora.

3.3.1.h. Eredmények

3.3.1.b.1. Hat pALL és 11 aALL-es beteget vizsgaltunk, akiknek megeléz6en fennallo,
chronicus myeloproliferativ tipusu kérfolyamatra utalé adata nem volt. A betegek adatait a
3.3.1.1. tabldzat mutatja. A 17-b6l 14 ’common’ tipusu ALL-nek (CALL) felelt meg, a
maradék 3 csak CD19 és CD34 markerekre volt pozitiv. Mindegyik beteg periférias
vérsejtjeiben ber-abl tipust transzlokéacid volt kimutathato iFISH technikaval. AZ RT-PCR
vizsgalat 9 betegben (4 pALL ¢és 5 aALL) az m-bcr, mig 8 betegben (2 pALL, 6 aALL) az
M-bcr tipusu kiméra expressziot illetve atrendezédést mutatta ki.

3.3.1.1. tablazat 17 Ph+ ALL-es beteg fenotipus, genotipus €s sejtvonal specifikus genetikai
adatai (35).

Ph-
Bete , Philadelphia | Blast® | Ph-FISH* | FISH'Blast/
sorszzigm aCULLL Fenotipus tipusg (%) sejt (%) Egyéb
sejtszam

1 68/N? CD19%, 34* m-bcr 89 87 134/0
2 23/F° CD10%,19%,34" m-bcr 65 70 104/1
3 19/N? CD10%,19%,34" M-bcr 77 79 117/0
4 54/F° CD10%,19%,34" m-hcr 41 38 60/2
5 39/F¢ CD19%, 34" M-bcr 83 96 122/22
6 72/F° CD10%,19*,34" M-ber 60 56 88/1
7 56/N? CD10%,19*,34" m-bcr 73 57 80/3
8 59/F° CD10%,19%,34" m-bcr 62 63 93/2
9 19/NP CD10%,19%,34" M-bcr 31 31 17/0
10 71/N° CD10%,19%,34" M-bcr 32 60 48/41
11 56/F° CD10%,19%,34"" M-ber 31 68 41/63
12 10/F? CD10%,19*,34" m-bcr 95 92 133/2
13 5/F® CD10%,19%,34" M-bcr 17 12 18/0
14 2/F° CD10%,19,34™" M-bcr 43 45 66/1
15 9/F° CD10%,19*,34" m-bcr 88 54 81/2
16 8/NP CD19%, 34* m-bcr 87 75 107/3
17 3/F° CD10%,19*,34" m-bcr 59 65 96/2

a Remisszio @, az indukcios kezelés korai fazisaban halal kovetkezett be; F férfi

b Citologiai és citogenetikai remisszio kovetkezett be; N né

c Citogenetikai remisszid nem, csak citologiai kovetkezett be
d Flow citometriaval nyert adat
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A flow citometrias CD45 vs SSC kapuzas valamint a CD10 és CD34 pozitivitas alapjan a
blastok aranya 31-95% kozé esett. Ugyanezt az értéket adta jo kozelitéssel a FISH pozitiv
vérsejtek aranya az egyes betegekben harom beteg (N° 5, 10 és 11) kivételével, ahol a Ph*
sejtek aranya 13-, 28- illetve 37%-kal meghaladta a citometriaval kapott blast szamot.
Kombinalt fény és fluoreszcens mikroszkopos kénanalizist végeztiink mintanként mintegy
150, atlagosan 40 nem blast tipusu sejtet is magaban foglalo sejten. A fuzids szignal nem volt
kimutathatd vagy csak nagyon alacsony aranyban volt jelen 14 beteg érettebb myeloid
sejteket, lymphocytakat valamint erythroblastokat magaba foglald nem-blast populacidiban
(3.3.1.1. dbra). Ezek a ritka események a fals pozitivitas, tehat az aspecifikus hattér szintjét
nem haladtdk meg. Az 5., 10. valamint a 11. szamu betegben, azonban, a nem blast populacié
28 sejtjébol 22-ben, 101-b6l 41-ben illetve 112-bél 63-ban bcr-abl  atrendezddés
(transzlokécio) volt kimutathat6. Az 1., 3., 6., 7., 8., 12., 13. és 17. szamu beteg esetében
kovetéses adatok nem alltak rendelkezésre, mivel ezek a betegek az indukcios terapia korai
szakaban meghaltak. A 2., 4., 9., 14., 15. és 16. szamu betegeknél citologiai €s citogenetikai
remissziot sikeriilt elérni, melynek soran a blastok valamint a FISH pozitiv sejtek ardnya
parhuzamosan csokkent. Az 5., 10. és 11. szdmu betegnél az acut betegség szempontjabol
citologiai remisszi6 alakult ki, de a Ph pozitiv sejtek aranya magas maradt (38%- 81%) ¢és a
periférids citologia chronicus myeloproliferativ tipusuvéd valt. Ezek a megfigyelések arra
utaltnak, hogy 3 beteg kivételével a Ph" ALL a lymphoid Ossejt kompartmentre
korlatozodott, mig a 3 betegben a tobbsejtvonalas Ph kromoszéma érintettség azt
bizonyitotta, hogy a folyamat valdjaban klinikailag nem ismert chronicus fazisi CML LBC-
nek felelt meg. A 3.3.1.2. tablazat foglalja 6ssze az irodalomban ismereteink szerint eddig
kozolt, sejtvonal érintettség szintjén vizsgalt Ph* ALL betegek adatait, a sejtvonal
érintettséget, az ennek vizsgalatara felhasznalt modszert és a transzlokacid tipusat (ha az
adatok rendelkezésre alltak). Ez az attekintés némileg eltér egy kozelmultban publikalt

adattol (15).
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3.3.1

3.3.1.2. Tabldzat Az irodalomban kozolt Ph* betegek sejtvonal érintettségi adatai (35).

Esetszam Vizsgalati eljaras
Lymphoid sejt Elkotelezetlen dssejt
restrikcio eredet

Abe (1985)’ 1 in vitro koloniak
1aALL CCA
Tachibana (1987)° 2 in vitro koléniak
2 pALL CCA
Kitano (1988)° 3 in vitro koléniak
3aALL CCA
Secker-Walker (1988)*° 4 1° sejt szeparélas
aALL (M-bcr) (M-bcr) Southern blot
Kalousek (1988)" 1 4 in vitro koloniak
5aALL CCA
Dow (1989)* 2 2 in vitro koloniak
4 pALL (p185+) (1 p185+, 1 NA) CCA
Craig (1990)" 2 sejt szeparélas

2aALL (1 M-bcr, 1 m-bcr) Southern blot
Secker-Walker (1993)* 2 2 sejt szeparélas
aALL (1 m-ber, 1 M-bcr) (M-bcr) Southern blot
Anastasi (1996)* 4 4° morfologia
3 pALL5aALL (m-bcr) (M-bcr) FISH

(1 pALL, 3aALL) 2 pALL, 2 aALL
Schenk (1998)*° 9 sejt szeparélas
9aALL (5 m-bcr, 4 M-bcr) FISH
Osszesen 19 24°

a, ., . .. ,
Kronikus fazisba konvertalt.

bDiagnéZiskor CGL morfolégiai jeleit mutatd, tobb sejtvonalil betegség és/vagy kezelést kovetden CGL kronikus fazisba
konvertalodott, mely miatt a szerz6k LBC-ként kezd6d6 CGL-nek mindsitették.

°A CGL-LBC-nek tartott 5 beteget is magaban foglalja (1. a+b pont).
NA: nincs adat

3.3.1.b.2. Tanulmanyunk masik részét képezé 64 beteg koziil, akik klinikai és pathologiai
leleteik és a PVSG kritériumai szerint megfeleltek ET-nek, 6 beteg vérsejtjeiben észleltiink
RT-PCR eljarassal ber-abl kiméra mRNS expressziot. A hat beteg klinikai, laboratériumi és
molekuléris adatait a 3.3.1.3. tabldzat foglalja 6ssze. A hat betegbdl négyben a periférias
vérsejtekben bcer-abl atrendezddést iFISH eljardssal kimutatni nem lehetett. Meglepetésre,
ezen négy betegbdl az egyikben a konvenciondlis metafazis citogenetikai vizsgalat 50
metafazisbol 1-ben egyértelmli Ph kromoszomat irt le. Ennek ellenére ez a négy beteg egy, a
ber™-ET csoportba keriilt a tovabbi analizisek soran, mivel a periférids vérsejtek Ph
negativitdsa valamint a minddssze 2%-0s csontveléi Ph pozitivitds messze a tipusos Ph*
CMPD-re jellemzé tartoményon kiviil esik (ahol a haemopoesis nagyobb részét a Ph* klén
uralja). A hat betegbdl fennmarad6 kettdben a csontveldi metafazisok (56% és 80%) és a

periférias vérsejtek (48% illetve 83%) jelentds aranya bizonyult Ph pozitivnak konvencionalis
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metafazis analizissel illetve iFISH-sel. Ezt a két beteget Ph*-ET betegként azonositottuk. A 6-
bdl 5 betegben a ber-abl kiméra mRNS b3/a2, mig 1 betegben a b2/a2 tipusat detektaltuk.

3.3.1.3. tablazat A kettd Ph* és négy ber+ ET beteg klinikai, laboratoriumi és molekularis
adatai (36).

Betegek 1. Kor/Nem |Thrombocyta| NAP'| RT- |iFISH [ CCA | Kévetés
1. 63/n6 800 261 | +b3/a2 - - 64
2. 44/n6 1016 228 | +b3/a2 - - 63
3. 71/n6 2520 229 | +b3/a2 | +48 | 56% T
4, 29/n6 716 276 | +b3/a2 - 2% 52
5. 77/n6 2273 211 | +b3/a2 | +83% | 80% n.a.
6. 54/férfi 965 249 | +b2/a2 - - 28

! normal tartomény: 260+36)
n.a. nincs adat
1 a 32. hénapban CML-BC-ben meghalt

A né/férfi arany 5/1 volt, a thrombocyta szdm 716 G/1 és 2 273 G/1 (atlag: 1 382 G/1) kozott,
mig a fehérvérsejtszam 7.8 G/1 és 23.8 G/ (atlag: 14.2 G/1) kozott mozgott. Fontos tényezd,
hogy a hat beteg koziil egyben sem észleltiink a periférias vérben éretlen myeloid elemeket, a
NAP index a kontrol szintjén mozgott, mérsékelt eosinophila (4% - 8%) volt megfigyelhetd 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 atlagosan 57 hdnapos (tartomany
33-69 ho) kovetés alatt egyik ber’-ET beteg sem mutatott tipusos CML irdnya progressziot
(akceleracié vagy blastos crisis). A 3. sz. beteg észlelése 32. honapjaban blastos crisisben

meghalt, az 5. sz. betegrél nem all rendelkezésre kovetési adat.

A crista biopsidk alapjan a csontveld morfologia mind a hat esetben tdmogatta ET
diagnozisat, a cellularitdis normal / enyhén fokozott volt. A morfologiai képet a
megakaryocytosis uralta, de a differencialodé myeloid vs erythroid vonalak ardnya nagyrészt
megtartott volt (3.3.1.2. dbra). A csontvel6i morfologia pontosabb megitélése érdekében a
csontveldi cellularitast, a megakaryocytdk méretét valamint cellularis aktivitdsat morfometriai
eszkozokkel mértiik és kvantitativ indexekkel jellemeztiik. Ennek soran elészor a ber” ET
betegeket (1., 2., 4. és 6. sz. beteg) hasonlitottuk 0ssze tipusos, kontrol ET illetve CML
betegekkel (3.3.1.4. tablazat). A tipusos ET betegek mindharom paraméterben szignifikansan
(p< 0.001) kiilonboztek a tipusos CML-tél, i.e., az ET-ben a cellularitas jelentésen kisebb, a
megakaryocytak mérete és cellularis aktivitasa jelentésen nagyobb volt. A ber'-ET csoport a
CML-lel 6sszehasonlitva szignifikansan (p< 0.001, p< 0.001, p< 0.05) kisebb csontveldi
cellularitast valamint nagyobb megakaryocyta méretet és — a NOR area/mag index alapjan —

aktivitast mutatott, de az elsd két paraméterben nem kiilonbo6zétt a tipusos ET-t6l.
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3.3.1.1. 4bra a érett myeloid sejt (1), reaktiv lymphocyta (3) valamint két lymphoblast (2, 4)
fénymikroszkopos képe, HE festés, x 1250; b ugyanezen sejtekben a ber (z61d) és az abl
(piros) FISH jelek. Csak a lymphoblastok tartalmaznak bcr-abl atrendezédésre utald sarga
fazios jelet, fluoreszcens mikroszkopos tizemmaod, x 1250 (35).

; . b N A

¥ b ‘s R - \-cgﬁ " ‘-'.}g(_".‘.:ﬁ sk
3.3.1.2. dbra A bcr+ (a + b, 1. sz. beteg) valamint a Ph+ (c + d, 3. sz. beteg) ET csontvel6i
morfologidja. A nagyméretii, eziistoz6dé NOR regiét mutatd, nagy - polylobalt maggal biro
megakaryocytak jellemzok az 1. sz. beteg csontveldjében, mig a sokkal kisebb, gyakran
mononuclearis €s sokkal kisebb eziist6z6d6 NOR-t tartalmazo megakaryocytak a masik
esetben. a + ¢ HE festés, x 400; b + d Ag-NOR festés, x 400 (36).
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A total NOR area/nucleus index a ber+ ET betegekben szignifikansan (p< 0.01) kisebb volt,
mint a tipusos ET betegeké, de még ugyancsak szignifikansan nagyobb (p< 0.05), mint
ugyanezen paraméter a tipusos CML betegekben.

3.3.1.4. Tablazat A négy ber” ET beteg csontvelé morfometriai adatai (36).

1, 2. 3. 4,
bcr+ET Ph+,bcr+ET ET CML
——
A. Ce“‘g};‘;“as 23.39+6.44 19.2149.67 19.67+5.64 1.96+1.01
Megakaryocta
B. méret 045.72+243.81 | 788.76+308.68 | 1017.15£179.73 | 480.23+28.24
(um”+SD)
NOR
C.| area/nucleus 11.89+1.11 10.91+1.75 19.59+4.66 6.96:+2.94
(nm°)

*az adatok a nem specifikus parenchyma aranyat adjak meg atlag + S.D-ben

Ha a bcr'™-ET csoportot kombinaltuk a két Ph™-ET beteggel (3. és 5.sz. beteg), akkor a
cellularitasi index statisztikai 6sszehasonlitdsa nem mutatott valtozast a harom csoport kozott
(ber™-ET vs ET vs CML illetve ber™-ET/Ph*-ET vs ET vs CML). Azonban a megakaryocyta
méret a ber' -ET/Ph*-ET csoportban szignifikdnsan (p< 0.05) kisebb volt, mint a tipusos ET
betegekben, tovabba a total NOR area/nucleus paraméterben nem lehetett mar szignifikans
kiilonbséget kimutatni a ber -ET/Ph™-ET csoport és a tipusos CML kozott. Ez azt jelenti, hogy
a Ph™-ET betegek Osszevonasa a ber -ET betegekkel a csontvelé morfologiat — kvantitativ
paraméterek alapjan — tipusos CML irdnyaba tolta el, tehat a Ph*-ET — legalabbis két
csontveldi morfoldgiai paraméter alapjan — joval kozelebb all a tipusos CML-hez, mint a ber®-
ET-hez illetve a tipusos ET-hez.

Periférids vér és csontveld mintak szortirozott myeloid és lymphoid sejtpreparatumai a
4 ber'-ET betegbdl 3 néi betegnél alltak rendelkezésre. Mintegy 50%-os allél reprezenticid
mellett mindharom betegben allelikus polimorfizmus 4allt fenn a humédn androgén receptor
génben eléfordulé (CAG), trinukleotid repetetiv régidban. Az X-kromoszéma inaktivitasi

teszt (HUMARA) monoklonalitdst mutatott a vér ill. csontveld mintdkban mindhdrom beteg

crer
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3.3.1.3. abra A HUMARA PCR teszt gél elektroforetikus képének denzitometrids analizise. A
emésztetlen lymphoid, B és C Hpall + Hhal metilacié szenzitiv restrikcios endonukledzokkal
emésztett, lymphoid és myeloid sejtekbdl nyert DNS-b61 szarmazo6 minta. Az egyik allél
emésztésre bekovetkezo eltlinése monoklonalitasra utal. Ugyanazon allél hidnyzik a lymphoid
valamint a myeloid sejtpopulacidban (36).

3.3.1.c. Diszkusszid

3.3.1.c.1. A Ph* ALL valamint a chronicus myeloid leukaemia (CML) lymphoblastos crisis
(LBC) pathogenetikai kapcsolata azdta képezi vita targyat, midta az elsé entitdst Propp és
Lizzi, 1970-ben leirta (37). CMPB-hez vagy myeloproliferativ szindromahoz (MDS)
kapcsoloddo AL kozotti kapcsolat megitélése kombindlt egysejtes moddszerek nélkiil
pathogenetikai, diagnosztikai és terapias probléma (38). A CML-LBC nehezen kiilonithet6 el
a de novo Ph*

ALL-t6l. Az utobbi fennalltit a kovetkezd jellegzetességek tamogatjak: i.) a blastos, Ph*
klonon kiviili, normalis kromoszéma garnitiraval rendelkez6 vérsejtek (melyet azonban csak
specialis koriilmények kozott és technikaval lehet felismerni), ii.) Klinikailag ismert chronicus
fazis hianya, iii.) a klonalis evolucié magasabb incidencidja a diagnoziskor, i.e., a Ph
kromoszoman kiviili, nagyobb szamu addicionalis citogenetikai abnormalitas jelenléte (1).
Ugyancsak régota ismert, hogy a Ph*ALL-ek egy része az indukciot kdvetd remisszio elérése
utan chronicus fazisba konvertalddik, és amelyeknél ez a jelenség nem észlelhetd, a blastos
sejtarany proporciondlisan valtozik a csontveldi, Ph* metafazisok szamaval (5). Egyes
molekularis tanulmanyok szerint a Ph transzlokaci6 ALL-ben egy 190 kD molstlyt ber-abl
proteint eredményez, mely mas, mint a Ph* CML-ben és ennek lymphoblastos crisisében
észlelheté 210 kD molsulyt ber-abl protein (39, 40). Ennek alapjan azt feltételezték, hogy az
M-ber tipusu transzlokaciot mutatd Ph™ ALL az el nem kdotelezett 6ssejt (UCSC) eredetii
CML-LBC-nek, mig az m-ber tipusi Ph* transzlokaciot hordozé acut leukaemia lymphoid
6ssejt (LSC) eredetii de novo ALL-nek felel meg. Kés6bbi tanulmanyok azonban kimutattak,
hogy mindkét transzlokacio tipus eléfordul de novo ALL-ben, de a gyermekkori formaban
massziv m-ber talsuly észlelhet6 (41, 42, 43). Tovabba, alacsony mennyiségben CML-ben is

jelen van a 190 kD bcr-abl protein, az esetek 90%-aban alternativ splicing eredményeként (4).
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A latszolag de novo Ph* ALL-ben két prognosztikai csoport kiilonithetd el, az egyiket
35-47 hoénap, a masikat mindossze 4-8 honap talélés jellemzi (1, 14). A prognosztikai
csoportok valamint a transzlokaci6 tipusa kdzott nem lehetett 0sszefiiggést kimutatni, ezért a
kiindulési sejttipus valamint a haemopoetikus sejtvonalak involvaltsaga alapjan probaltak
megmagyarazni a prognosztikai heterogenitast (44, 45). Ennek alapjan feltételezték, hogy a
hosszabb tilélésii, jobb prognozisi Ph* ALL betegek tobbsejtvonal érintettséget (és UCSC
eredetet), mig a rossz prognozistak lymphoid sejtvonal restrikciot (és LSC eredetet)
mutatnak. Anastasi és mtsai (1996) sajat betegeik valamint az irodalomban kozolt esetek
attanulmanyozasa utan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a tobbsejtvonalu betegség valdjaban
els6ként LBC-ben megnyilvanulo CML-nek felel meg (14). Az irodalomban 43, sejtvonal
érintettségre vizsgalt Ph™ ALL-t ismeriink, de ebb&l késébb — a chronicus fazisba torténd
konverzio miatt — 5 CML-LBC-nek bizonyult (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Ezen esetekben
a sejtvonal érintettséget in vitro koloniakkal, konvencionalis citogenetikaval, sejtszeparalast
kovetd Southern blot vagy FISH eljarassal valamint morfoldgia és FISH felhasznalasaval
vizsgaltik. Ha a fenti 5 betegtdl eltekintiink, akkor a maradék 38 Ph* ALL beteg pontosan 50
— 50%-a UCSC illetve LSC eredetii — a publikalt adatok Osszesitése alapjan. 26 esetben a
transzlokacid tipusat is vizsgaltdk. A pALL csoportban nem volt M-bcer tipust atrendezddés
egyik sejtvonal csoportban sem, mig mindkét transzlokacio tipus el6fordult mindkét sejtvonal
csoportban az aALL-ek korében. Ha ezt a kollekciot valamint a sejtvonal érintettség szerint
megegyez0 betegszamot nézziik, feltiind, hogy a legnagyobb szériat vizsgald tanulméanyok
egymasnak ellentmondoak, valamint, hogy — pusztan statisztikai alapon — a kétfajta sejtvonal
érintettség szerinti egyenld eloszlas nem tiikrozodik ezekben a 9 vs 17 (jelen tanulmany), 8 ill.
5 beteget vizsgald tanulmanyokban (10, 14, 15). Pontosan, a harom utdbbi tanulmany azt
bizonyitotta, hogy a Ph® ALL lymphoid &ssejt eredeti folyamat, hacsak a betegség a
remisszio utdn nem konvertdlodik chronicus fézisba. Ez ellentmond a hivatkozott elsd
tanulmanynak, ahol minden egyes esetben tobbsejtvonal érintettséget bizonyitottak.
Magyarazatként technikai problémak, a frakcionalt sejtpopulaciokban molekularis
technikdkkal amplifikalt minor kontaminacidé lehetéségbe mertil fel. Tovabba, ha a beteg a
korai remisszi6 indukcid periodusdban meghal, vagy az elsd komplett remisszio idején
allogén csontveld transzplantacid torténik, klinikailag lehetetlen megallapitani, hogy a
betegség valodi de novo folyamat vagy ismeretlen CML LBC-e volt. Ez volt a helyzet 17
beteglinkbdl 8 esetében, de mindegyik lymphoid sejtvonal restrikcidt mutatott, tehat a
betegség de novo természete nem lehetett kérdéses.

Konkluzio:
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2. Jelen tanulmany vizsgalta az irodalomban legnagyobb Ph* ALL beteganyagot
kombinalt morfologia és FISH technikdval, mely véleményiink szerint a sejtvonal
érintettség megitélésére a legpontosabb eljards. Az eljarasnak azért van kiilonos
jelentdsége, mivel de novo Ph+ ALL vs CML-LBC koz6tt a legujabb, 65 illetve 33 kbp
feloldast oligonukleotid komparativ genomikus hibridizaci6 (aCGH) sem tudott
differencidlni: mindkettdben a genomikus profil legjellemzébbje a CDKN2A (p16) és az
IKZNF1gén lokuszok valamint a 14932 régioban az IgH és TCR lokuszok vesztései (46,
47, 48.).

3. Csak azon betegeknél taldltunk tobbsejtvonal érintettséget, akik a remisszid utan
chronicus fazisba konvertalodtak és ezért ezek valojaban CML-LBC-nek feleltek meg.
Forditva, az UCSC eredetii Ph* ALL (1) létezésére nem talaltunk bizonyitékot.

4. Tanulmanyunk O6sszhangban van Anastasi és mtsai (1996)(14) 8 betegen, hasonlo
methodologiaval végzett vizsgalatai eredményével, de jelen tanulmany toréspont
heterogenitast is kimutatott a LSC eredetii Ph*” ALL-ben.

5. A progndzis és a kezelési stratégia a CML-LBC-ben valamint a de novo Ph*™ ALL-ben
még a tirozin kindz gatlok korszakaban is eltérd, ezért a sejtvonal érintettség korrekt
vizsgalata fontos és a rutin diagnosztikai procedura része kell legyen.

6. Hasonlo problémakdér a Ph+ de novo acut myeloid leukaemia (AML) valamint a
CML-MBC (CML-myeloblastos crisis) differencialasa, ez azonban az AML-ek
minddsze 1 %-at kitevd eldbbi korforma esetében az IgH és TCR lokuszokban aCGH
modszerrel leirt egyedi vesztések alapjan lehetségesnek latszik (48). Ennek alapjan a
Ph+ de novo AML a jovébeni WHO klasszifikaciokban kiilon entitasként szerepelhet.

3.3.1.c.2. Az ET valamint a CML diagnosztikus kritériumait a PVSG és legujabban a WHO
"Classification of Neoplastic Diseases of the Haematopoietic Tissues’ rogziti (18, 33). A két
betegség klinikopathologiai jellemzdi altaldban jol elkiiloniilnek. A tipusos ET-t az izolalt,
extrém thrombocytosis, az enyhe leukocytosis €s basophilia vagy ezek hianya, megtartott
NAP aktivitas, a hepato-splenomegalia hianya, n6i talsuly és kivalo prognozis jellemzik (49,
50). A csontvel6 morfologiat az enyhe—extrém, diffuz vagy csoportképz6dést mutato,
megnagyobbodott és hyperlobulalt megakaryocytakbdl felépiild megakaryocytosis jellemzi,
altalaban a cellularitds szignifikdns ndvekedése €és mas sejtvonalak morfoldgiai eltérései
nélkiil (51). Ellenkezdleg, a CML-t a periférian az egész myeloid vonalat involvald jelentds
leukocytosis, az érett granulocytakban a NAP aktivitas csokkenése vagy hianya, hepato-
splenomegalia, enyhe férfi thlsuly és acceleratio ill. termindalis blastos crisis iranyt

progresszio jellemzik. A csontveld morfologiat a proliferativ, massziv, differencialodé
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myeloid tulsalyt mutatd veléallomany dominalja, megakaryocytosissal vagy anélkiil. A
megakaryocytak azonban jellegzetesen kicsik (u.n. CML megakaryocytak) (51). A genetikai
kritériumok ugyancsak meghatarozottak. Az ET Ph kromoszoéma ¢és bcer/abl atrendezddés
negativ, mig CML-ben a Ph és ber-abl expresszid kimutathatosaga a diagndzis sine qua non-
jat képezik (18, 37). A szigora diagnosztikus kritériumok ellenére létezik ’sziirke zona’ az ET
és a CML kozott, melyet Ph™ ET illetve ber™ ET allapotként/betegségként irtak le. Az elsét
ET-ként kezd6dé CML-nek is nevezik, mivel bizonyos id6 — néha évek — multan a betegség
tipusos CML iranyba progredial és végiil blastos crisis fejlédik ki (19, 22, 52). A ber” ET
azonban — incidenciajat, prognozisat és klasszifikaciojat illetden — sokkal ellentmondasosabb
korallapot. Egyes kutatok a CML egy klinikai variansanak tekintik, mig maésok ezzel
hatarozottan nem értenek egyet (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31).

A PTE Pathologiai Intézetében egy periddusban egymadst kovetden diagnosztizalt 64
ET beteg kozott 4 ber” esetet (6.3%) talaltunk. Ez az incidencia sokkal kdzelebb van ahhoz az
értékhez (5%), amit egy tanulmanyban 20 ET beteg kozott észleltek, de jelentdsen kiillonbozik
attél a magas incidenciatdl (48%), amit egy masik publikaciéban 40 ET beteg vizsgalata
alapjan kozoltek (24, 25). Ezen betegek az atlagosan 57 honapos kovetési id6 alatt CML
iranyu progressziot, acceleratidt vagy blastos crisist nem mutattak. Ez §sszhangban van azon
kozolt adatokkal, miszerint nincs bizonyiték arra — egy beteg kivételével, akinél a betegség
kezdete utan 12 évvel akut leukaemia alakult ki, — hogy a ber™ ET betegekben blastos crisis
alakulna ki (28, 53). Jelentds néi tulsulyt észleltiink, mely arra utal, hogy ez nem csak az ET
kezdetii CML-t, de a ber” ET-t is jellemzi. A b3/a2 bcr-abl transzkript dominalt, mind a Ph",
mind a ber” ET-ben, mely kozolt adatokkal dsszhangban van (24, 54). A csontvel$ morfologia
kvantitativ jellemzésére 3 paramétert hasznaltunk. Ketté ezek koziil, a cellularitds és a
megakaryocytdk mérete, mar kvalitativ morfologiai megitélés alapjan is jol tudottan
jelentdsen kiilonbozik tipusos CML-ben illetve ET-ben. Feltételeztik tovabba, hogy az
extrém thrombocytosissal jellemzett ET a total NOR area/nucleus paraméterrel leirt cellularis
megakaryocyta aktivitasban is kiilonbozik a tipusos CML-t61 (55, 56). Dokumentalt, hogy a
ber+ vs ber- thrombocythaemiak k6zott szignifikans kiilonbségek allnak fenn a thrombocytak
méretében ¢és reaktivitdsdban is, az utobbi csoport javara (57). Valoban, mindhdrom
paraméterben az ET és a CML szignifikdnsan kiilonb6zott, azaz, a cellularitas alacsonyabb, a
megakaryocytdk nagyobbak ¢és aktivabbak ET-ben. Az a tény, hogy a csontveld
cellularitasban és a megakaryocyta méretben a ber’ ET a tipusos ET-t] nem, mig a CML-t6]
mindharom paraméterben szignifikansan kiilonbdzik arra utal, hogy a ber” ET csontveld

morfologiaja jelentdsen eltér CML-t6l és nagyon hasonld tipusos ET-hez, valamint
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mindkettével megegyezden el nem kéotelezett ssejt szintii betegség (58). Tovabba, a Ph™ ET

és a ber” ET betegek adatainak dsszevondsa az ET-hez képest a megakaryocytak méretének

szignifikans csokkenését valamint a megakaryocytak aktivitasanak a tipusos CML-lel

szemben fennallo szignifikans kiilonbsége eltlinését eredményezte, mely azt jelenti, hogy a

Ph* ET betegek kvantitativ indexek altal jellemzett csontveld morfologidja sokkal inkabb

CML, mint ET tipustu. Ez lehetett az az allapot, melyet a myeloproliferativ betegségek egy
korabbi klasszifikacidjaban ’borderline” CML-ET-ként irtak le (59). Kovetkeztetéseink:

1. Egy tanulmany keretében — ismereteink szerint — az irodalomban k6zo6lt legnagyobb

crer

végeztik el.

2. Az egyébként az ET kritériumait kielégit6 ber+ ET incidenciaja nagyon alacsony.

. Bar aber+ ET és a CML is el nem kotelezett dssejt eredetli, adataink nem utalnak arra,
hogy az elébbi a CML form fruste allapota lenne, sokkal inkabb az ET egy varidnsa.

. A végsh és teljes genetikai kiilonbség a bert+ ET, a Ph+ ET valamint a CML kozott
még feltarasra var, de egy kozos genetikai jellegiik biztosan van: mindhdromban, még
az elsdben is, van egy Ph kromoszéma pozitiv klon. Alapos okunk van feltételezni,
hogy ezen klon expanzidjdnak mértékében mutatkozo kiilonbség tobbé-kevésbé
elkiiloniilé  kliniko-pathologiai  entitasokat eredményez, mely a csontveld
morfoldgidban is kovethetd.

. Valodban, egyre gyarapodik azon kozlemények szama (~ 30 esetleiras), ahol a ber-abl
pozitivitas illetve a JAK2V617Fmutécid egyidejii vagy egymast kovetd fennallasat
igazoltak egy betegség lefolyasa soran (60). Kb 55%-ban a bcr-abl pozitivitas és
CML-szeri kép volt a primér elvaltozas. Ezek alapjan fel kell tételezni, hogy tobb,
mint egy genetikai mutacio is kialakulhat a csontveldben a chronicus myeloproliferativ
betegségekre predisponalé milliében. Ezen szubklonalis heterogenitas allapotban az
egyik mutacio dominans (’driving’), de — példdul —therapia (Imatinib) indukalta
szelekcids nyomas hatasara az addig nyugvd (’dormant’, ’passanger’) muticid
“driver’-ré alakulhat, mely 0 klinikai képet eredményez. Mindezt experimentalis
adatok is alatamasztjak (47). JAK2V617F pozitiv ET tipust, majd késdbb ber-abl+
CML tipusu folyamattd transzformalddott betegségben a tumorsejtekbdl szdrmazo
kolonidk in situ molekularis vizsgalata dupla muticiot tartalmazé klonok mellett
egyes genetikai hibat tartalmaz6 klonokat is azonositott. Ez a szubklonalis
heterogenitds profil azonban a tirozin kinaz inhibitor (Dasatinib) illetve
hidroxiureakezelést kovetd molekuldris remisszid soran jelentésen megvaltozott, a
korabban nagy tobbséget képviseld dupla mutans klonok eltiintek, csak mindkettot

kilon-kiilon tartalmazok maradtak.
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3.3.2. Ph+/bcr-abl atrendezédést mutaté ritka korképek

3.3.2. a. Bevezetés

3.3.2.a.1. A 9. és a 22. kromoszéma kozott kialakulo és egy kisméretti, u.n. Philadelphia (Ph)
kromoszoémat eredményezd kiegyensulyozott transzlokacid6 az Ossejt eredetli klonalis
betegség, a chronicus myeloid leukaemia genetikai karakterisztikuma (61, 62). Az ennek
nyoman kialakul6 kiméra gén egy 0 — tirozin kinaz aktivitassal bir6 p210 fehérjét koédold —
8.2 kilobazis (kb) nagysagu bcr-abl mRNS eszpresszidjahoz vezet (63, 64). A Ph pozitiv
CML betegek haemopoetikus sejtjei a Ph pozitivitds és a ber-abl expresszid vonatkozasaban
azonban heterogének (65). Nem csupan a rezidudlis haemopoesist képvisel6 Ph
kromoszémara és ber-abl mRNS expressziora negativ populaci6 1étezik, de a haemopoetikus
kolonidk valtozatos aranya mutathatja a Ph*, ber-abl mRNS™ geno- és fenotipust (66, 67, 68,
69, 70). Ezen ’nyugvd’ éllapot (dormant state, silencing) jelent6sége, méginkabb
pathomechanismusa nem ismert, de nyilvdnvaléan komoly problémat jelent a terapia,
beleértve a poszt-transzplantacids allapot monitorizaldsa valamint az autolég csontveld
transzplantaciora felhasznalt, RT-PCR altal detektalt kiméra mRNS expresszid alapjan
megitélt dssejt kompartment szelekcio tertiletein.

Jelen tanulmanyunkban egy olyan beteget irunk le (Isd. 2.3.2.a.1. pont), akinek a
klinikai és laboratoriumi adatai a betegség kezdetén CML-re nem voltak jellegzetesek,
azonban a meta- illetve interfazis citogenetika Ph és ber-abl atrendez6dés pozitivitast mutatott
ki, bcr-abl mRNS expresszio érzékeny RT-PCR eljarassal viszont nem volt detektalhatd. A
konstansan magas Ph® vérsejtariny mellett a betegség idével p210 mRNS pozitivitast
mutatott, melyet csontvel6i morfoldgia véltozasa is kisért.

3.3.2.a.2. A kiilonb6z6 indolens B-sejtes malignus lymphomak (B-ML) chronicus
myeloproliferativ betegségekkel (MPB) egyiitt is el6fordulhatnak. Szoérvanyos kozlések
szerint CMPB-vel, foként chronicus myeloid leukaemiaval (CML) egy id6ben vagy azt
kovetden is kialakulhat myeloma multiplex (MM), chronicus lympoid leukaemia (CLL) vagy
hajas sejtes leukaemia (HCL) (71, 72, 73, 74, 75, 76). A HCL ritka, elkiilontild
klinikopathologiai entitas, mely a B-ML-nak mindossze 2%-at adja (77). Egyes publikaciok
szerint a masodik malignomak, nevezetesen a Hodgkin és non-Hodgkin lymphomék valamint
a pajzsmirigy carcinoma, gyakorisaga HCL-ben — kiilonosen interferon kezelést kdvetéen —
magasabb (78, 79, 80). Ph" CML és HCL egyiittes eléfordulasat kozld esetekben a daganatok
klonalis kapcsolat nem vizsgaltak (81, 82, 83). Ugyancsak nem all rendelkezésre az

irodalomban — ismereteink szerint — a MPB-gel vagy mellett kialakul®6 ML-k incidenciajara
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vonatkozé adat. Egy ko-egzisztald indolens B-ML diagnézisa — a MM-tdl eltekintve, ahol a
konnytilanc monoklonalitds immunhistologidval konnyen kimutathaté — nem egyszerti feladat
onmagaban a crista biopsia histologidja alapjan, mivel a kiilonb6z6 mértékii lymphocytas
infiltratum a MPB-k jol ismert jellegzetessége (84). A paraffinos blokkbdl extrahalt DNS-en
elvégzett, az immunglobulin nehézlanc gén (IgH) atrendezddés kimutatasara iranyulod
polimeraz lancreakci6 (PCR) hasznos eszkoznek bizonyulhat, de a PCR eredmény
interpretalasa két okbol is problémas lehet. Egyrészt, az 4l-monoklonalitds az alacsony szamu
B-sejt klont tartalmazo mintak jol ismert sajatsaga (85, 86, 87), masrészt a MPB-eket el nem
kotelezett (UCSC) eredetii folyamatoknak tartjak altalanossagban, mely azt is jelenti, hogy B-
sejtjeiknek legalabbis egy része klonalis (88).

Annak érdekében, hogy a ko-egzisztdlo B-ML incidenciajara valamint a molekularis
technikakkal kombinalt histologia diagnosztikus kapacitdsara vonatkozdan adatokat kapjunk,
106 konzekutiv MPB-ben szenved6 beteg valamint 40 B-ML-s és 50 mas malignomaban
szenvedo beteg staging céljara vett crista biopsias mintait (Isd. 2.3.2.a.2. pont) vizsgaltuk rutin
histopatologiai és IgH génatrendezédés PCR eljarasokkal. Vizsgalataink arra utalnak, hogy —
morfologiai alapon nem feltétlentil felismerhetéen — valodi monoklonalis B-sejtes infiltratum
— klinikailag nem vagy manifeszt modon — el6fordulhat MPB-ekben és ezek egy része

klonalis kapcsolatban is all egymassal.

3.3.2.b. Eredmények

3.3.2.h.1. A betegség kezdetén hepatosplenomegalia, leukocytosis és thrombocytosis
uralta a klinikai — laboratoriumi képet (Isd. 2.3.2.a.1. pont; 3.3.2.1. tablazat) (131).

Bar alacsony aranyban el6fordultak a periférian éretlen myeloid elemek és a myeloid
differencialodas zavaranak morfologiai jelei, basophilia nem volt észlelheté és az alkalikus
foszfataz aktivitds nagyrészt megtartott volt. A csontveld hisztologia megtartott erythropoesis
mellett jelentds, éretlen—mononucleéris megakaryocytosist és differencialodé myeloid vonalat
tartalmazo proliferativ veléallomanyt mutatott (3.3.2.1.a. dabra). A molekularis vizsgalatok
latszolag ellentmond6 eredményeket adtak. Az RT-PCR eljaras sem p210, sem p190 tipusu
bcr-abl mRNS terméket nem mutatott ki a periférias vérsejtekben, ugyanakkor ezen
sejtelemek 86%-a iFISH modszerrel ber-abl atrendezédésre pozitiv volt (3.3.2.2. dbra). Az
M-bcr illetve m-ber specifikus RT-PCR eljarasokat kétszer és két kiilonb6z6 primer szettel is

megismételtiik, de egyik teszt sem mutatott ber-abl mRNS amplifikaciot.
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3.3.2.1. Tablézat A beteg 32 honapos kovetése soran nyert morfologiai, laboratdriumi és
molekularis leleteinek 6sszefoglalasa

— —
Vizsgalatok | by | THR | HTC |RT-PCR Piri‘:ﬁsgfegéf) Hisztologia/Citolégia
1 43 | 685 | 42.0 | Negativ | 86 +/na. CMPB-CF

GAPA: 250
7 25 | 613 | 33.0 | b3/az+ 8l+/na. CMPB-CF
GAPA: 48
Fibrosis, 8% Bazophil
3 7 | 406 | 44.6 | Negativ | 57+/na CMPB-CF
2 7 | 748 | 395 | Negativ | 90 +/100 CMPB-CF
5 38 | 136 | 302 | na 95+/n.a. CMPB-BC
CD13+, CD33+,
CD34+, blastok

1. vizsgalat: kezeletnel allapot; 2., 3., 4. és 5. vizsgalat: az 5., 17., 27. és 32. kovetési
honapnak felel meg. FVS: fehérvérsejtszdm G/I; THR: thrombocyta szam G/l; HTC:
haematocrit; RT-PCR: reverz transzkripcidos polimeraz lancreakcid; b3/a2+: p210 tipusu
bcr/abl chimera mRNS expresszid; iFISH-: interfazis fluoreszcens in situ hibridizacio; CCA:
konvencionalis citogenetikai analizis; GAPA: granulocyta alkalikus foszfataz aktivitas
(normal tartomany: 206+36); CMB: Ph® chronikus myeloproliferativ betegség atypusos
vonasokkal; CF: chronicus fazis; BC: blastos crisis; n.a.: nincs adat

Az RNS preparatum mindsége megfeleld volt, mivel a B-actin és a ber-abl tortésponttol
kozvetleniil telomerikusan elhelyezkedd, a normal abl-ben valamint a bcr-abl mRNS-ben is
jelenlevé a2—a3 exon régiot reprezentald mRNS szakasz jol volt amplifikalhato RT-PCR-rel.
Ezen leletek egy CML tipusu, de transzkripcionalisan inaktiv (’silent’) Ph kromoszémat
hordozo, atipusos csontvelé morfologiaval és citokémiaval jaro CMB-re utaltak. A kovetés 5.
honapjaban a vizsgalatok jelentdsen eltérd histologiai és molekularis leletekkel szolgaltak.

A crista biopsia szignifikans erythroid szupresszié mellett dominaléan differencialédo
granulocyta—megakaryocyta proliferaciot mutatott grade I retikularis rostszaporulat mellett.
Ezt a GAPA csokkenése és 8 %-0S basophilia kisérte (3.3.2.1.b.-c. dbra). Tovabba, az
iFISH-sel kimutatott, tovabbra is magas periférias Ph” sejtarany mellett a p210 tipusu ber-abl
mRNS termékre az RT-PCR teszt egyértelmii pozitivitast adott. A molekulasuly valamint az
amplifikalt termék szekvencia vizsgalata transzkripciondlisan aktiv b3/a2 tipust translokaciot
bizonyitott (3.3.2.2.-3.3.2.4. dbrdk). Két tovabbi kovetéses vizsgalat a 17. és a 27. honapban a
proliferativ, de differencialddé myelo- megakaryopoesist (az utobbi enyhe csoportképzddési
tendenciaja mellett) és az éretlen erythropoesis megjelenését mutatta. A bcr-abl atrendezédést
mutatd sejtek aranya a periféridn tovabbra is magas volt, 57% és 90% kozott valtozott. A
csontvel6i metafazis citogenetika is megerdsitette a klasszikus Ph kromoszoma jelenlétét (27.

hoénap), 36 mitosisbol mindegyik pozitiv volt.
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3.32.1. é4bra A Dbetegség kezdetén a
csontveld aspiratum hisztologiaja jelentds
éretlen megakaryocytosist valamint
differencidlodo erythro- és granolopoesist
mutat (a); a 2. vizsgalat (5 hoénappal a
betegség kezdete utdn) sordn vett crista
biopsidban az erythroid vonal jelent6s
suppresszioja mellett dominalé granulo- és
megakaryopoesis lathatd (b); periférias
vérsejtek alkalikus foszfatdz reakciodja:
négy, csaknem negativ érett myeloid elem
mellett () feltin6 a  magok
hiperszegmentaciodja (C)

Formol-paraffin metszetek, HE festés, x

100 (a and Db); alkalikus foszfataz
citokémiai reakcid, x 1000 ( c¢) (131).

3.3.2.2. abra Az els6 vizsgalati idépontbol
szarmaz6 periférias  vérsejtek  ber-abl
atrendez6dés specifikus iFISH analizise. A
sarga fuzios jelek (M) az atrendezOodést
bizonyitjak ( részletek 1. 2.3.2.c.7. pont), x
1300 (131).
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Mw S sy gy f——

89
110

147
190
242

353
404
489 ~
501 J

a b a b a b a b

3.3.2.3. abra Az abl 2-3 RNS kontrol (a) valamint a Lion-féle, 199 illetve 246 bp terméket add
M-ber ‘nested’ RT-PCR (b) tesztek agaroz gél elektroforetikus képe az 1., 2., 3. és 4. vizsgalat
(magyarazat a 3.3.2.1. tablazatban) soran. Mw molekulasuly standard (131).

BCR 13
Clonel.: GTG AAA CTC CAGACT GTC CAC AGC ATT CCG CTG ACC ATC AAT AAG GAA GAT GAT
Clone2.:

Clone3.: ...

BCR 14
GAG TCT CCG GGG CTC TAT GGG TTT CTG AAT GTC ATC GTC CACTCA GCCACT GGATIT AAG

CAG AGT TCA AAA GCC CTT CAG CGG CCA GTA GCATCT GACTTIT GAG CCT CAG GGT CTG

ABL2
AGT GGA GCC GCT CGT TGG AACTCC AAG GAAAACCTT CTC GCT GGA CCC AGT GAA AAT

3.3.2.4. dbra Az amplifikdlt DNS-t klonoztuk és harom
GAC CCC AAC CTTTTC GTT G bakteridlis DNS izolatumot szekvenaltunk. Csak identikus
(...) és egyedi szekvenciékat nyertiink. Ez a szekvencia

crer

crer

b3/a2 tipust transzlokacional leir6do transzkrlptumnak (131)
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MPB betegek csontveldiben. a ET, morphologiailag infiltratum nem azonosithaté, HE, x 100;
b ET, gyér interstitialis infiltratum, HE, x 100; ¢ CEL /HES, mérsékelt paratrabecularis
infiltratum, HE, x 60; d MPB-NOS, nodularis infiltritum, Giemsa, x 40; ¢ MPB-PV,
interstitialis és nodularis infiltratum, Giemsa, x 40; f MPB-NOS, részlegesen B-sejt marker
pozitiv noduléaris infiltratum, CD20 immunhisztologiai jel6lés, x 100 (89).

A két kovetési idopontban, azonban, a kiilonb6zé modszerekkel és triplikatumban végzett RT-
PCR eljarasok egyarant negativak maradtak M-bcr ill. m-ber kiméra mRNS termékre jo

mindségli RNS izolatum mellett.

Tovabbi 5 honap mulva a fehérvérsejt szam rapidan emelkedett, a flow citometria a
CD45 vs SSC diagram alapjan 39% CD13, CD33, CD34 pozitiv blastot irt le, a periférian
95%-ra nétt a blastokat is magaban foglalé Ph* sejtarany. Sajnalatos technikai okok miatt a

blastos crisis id6szakaban ber-abl mRNS expresszidra nem tudtuk vizsgalni a betegséget.
3.3.2.h.2. A tanulmanyban vizsgalt 106 MPB koziil 31 a klinikai — patomorfologiai —

molekularis leletek (bcr-abl atrendezddés és expresszid pozitivitds iFISH és RT-PCR
technikakkal) alapjan CML-nek felelt meg. A nem osztalyozhaté MPB kategoria (MPB-NOS)
képviselte a masodik legnagyobb csoportot 29 beteggel, 28 beteg tartozott az essentialis
thrombocytosis (ET), 15 a polycythaemia vera (PV) és 3 a chronicus eosinophilsejtes
leukaemia/hypereosinophil szindroma (CEL/HES) kategériaba. A lymphocytdk aranya a
csontvel6kben széles tartomanyban mozgott. A morfologiai megitélés szerint 34-ben (32%) a

lymphoid populacié mennyisége illetve eloszldsa a szokdsosnal tobb illetve attdl eltérd volt. A

lymphocyta infiltratum jellege a diffuz szorvanyos/enyhe infiltratumtol a kisebb—nagyobb
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nodularis tipustig terjedt illetve ezek kombinacidinak felelt meg (3.3.2.5. dbra). A 105. sz.
CML-es beteg crista biopsidjanak egyetlen veldiirjében (de a sorozatmetszetek sordn mas
velélirben nem) a csontvel6t teljes egészében egy specifikus indolens B-sejtes ML-ra
patognomikus diffuz lymphoid infiltratum valtotta fel (90). Az infiltratumokban a CD3 vs
CD20 pozitiv sejtarany nem mutatott jellegzetes eltérést két beteg kivételével; az egyikben
(96. sz. beteg) massziv, CD5 — CD23 ko-expressziot is mutato CD20 pozitiv infiltratum volt
megfigyelhetd (3.3.2.6.a. dbra), mig a masikban (105. sz. beteg,) homogén — diffuz (1
veldurben, Isd. fent) illetve szorvanyos CD20 — DBA44 pozitiv infiltratum volt jelen (3.3.2.8.
dbra) (90). A tobbi esetben, morfologiailag fokozott lymphoid tartalommal vagy anélkiil, B-
ML-ra pathognomikus fenotipust, CD5-CD20, CD5-CD20-CD23, CD10-CD20 ko-
expressziot, cyclin D1 pozitivitast vagy konnytilanc restrikciot nem észleltiink.

Az IgH génétrendezddés irdnyl PCR vizsgalatot a 106 crista biopsias minta paraffinos
blokkjabdl izolalt DNS-en elvégezve a poliklonalitas vs monoklonalitas kritériumait, kiilonos
tekintettel a higitott mintakban nyert reprodukalhatésagra, vizsgaltuk. Monoklonalis mintdban
a DNS progressziv higitasa mellett triplikatumban egy (vagy kettd biallelikus atrendezddés
esetén) — enyhén csokkend denzitdsu, de valtozatlan molsalya diszkrét csik volt
megfigyelhetd. Ezzel szemben poliklondlis mintdkban nem reprodukélhat6 oligoklonalitast,
s6t nagyobb DNS higitds mellett monoklonalitast utanzo diszkrét amplifikécios csikot
nyertlink (3.3.2.7. dabra). Ezért a PCR amplifikaciot akkor tekintettiik monoklonalisnak, ha
egy (v. kettd) diszkrét csik volt nyerhetd triplikdtumban és legaldbb 10x higitott DNS mellett
is. A monoklonalitas végsd bizonyitékanak azt tekintettiik, ha identikus és azonosithato
szekvenciakat kaptunk egy termék tobb klonjabol. Szekvenaldst a kontrollként szolgald B-
ML-s betegek csontveldjének IgH PCR termékein nem végeztiink, de ezekben az esetekben a
monoklonalitdst csak akkor fogadtuk el, ha a csontvel6i valamint az eredeti biopsia
(nyirokcsom6 vagy extranodalis szovet) PCR amplikonjanak molsulya megegyezett. A 106
MPB csontveld mintabol az IgH CDR III régi6 PCR amplifikéacidja 81 (76%) esetben volt
sikeres (3.3.2.2. tablazat). Els6é megkozelitésben a 81-bdl 18 minta tiint monoklonalisnak, de
a fenti kritériumokat valamint a szekvenalas eredményét figyelemben véve ez végiil 4 (5%)

CMB crista biopsia— 1 CML és 3 MPB-NOS — esetében nyert bizonyitast.

Ezen négy esetbdl kettdben (1 MPB-NOS, 96. sz. beteg; 1 CML, 105. sz. beteg) a csontveldi
morfologia nagyfokban gyanus, s6t pathognomikus volt lymphomara, mig a maradék két

esetben a mikroszkopos megjelenés nem utalt lymphoproliferativ betegség fennalltara.
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3.3.2.2. tébldzat A csontveloben izolalt DNS-ben amplifikdlhato CDR III régiot valamint

monoklondlis IgH génatrendezddést mutaté esetek tovabbad a klinikailag manifeszt
lymphomas betegek megoszlasa a kiilonb6zé6 MPB, B-ML illetve reaktiv (nem MPB, nem B-
ML) csoportban (89).

Esetszam | Amplifikalhaté | Monoclonalis IgH Klinikailag
CDR 111 Génatrendezédés | manifeszt. ML

MPB
CML 31 23 1 1
MPB-NOS 29 22 3 1
ET 28 22 - -
PV 15 11 - -
CEL/HES 3 3 - -
Osszesen: 106 81 4 (5%) 2
B-ML
18 CLL,9FL,7 40 31 24 (77%) 40
MM, 4 MZL, 1
HCL, 1 WM
Reaktiv Crista 50 43 - -
Biopsia

crer

sikeres a CDR III régi6 amplifikdlasa és ezek kozil 24 (77%) monoklonalis IgH
génatrendezddést mutatott. Ez a szam a morfologiai megitélés tartomanyaba esik (a 31-bol
21-ben /68%/ Onmagiban a morfologia alapjan ML-s csontveldi érintettséget
talaltunk monoklonalitast. A szomatikus hipermutacio vizsgalatot a csontvelé1 monoklonalis
IgH génatrendezddéssel identikus atrendez6dést mutatd periférias vérsejtek amplifikalt DNS-
én végeztik el. Ez a 4, csontvel6i monoklonalis B-sejtes kompartmentet tartalmaz6 MPB
betegbdl haromban allt rendelkezésre (3.3.2.3. tabldzat). A 96. sz. betegben a germline génnel
teljes szekvencia identitast taladltunk, mig a 71. és 105. sz. betegekben 80.4% illetve 82.2.%
volt csak az azonossag. Az utobbi két betegben a CDR I + CDR II régioban észlelt R/S arany
meghaladta ugyanezen aranyt az FR II + FR III régioban valamint az elméletileg varhato R/S
aranyt a CDR 1 + CDR 1I régioban. Ezek szerint az utobbi két betegben szomatikus
hipermutacio és antigén hatdsra kialakul6 pozitiv szelekcio, tehat post-follikularis, mig az elsé
betegben pre-follikularis eredetii monoklonalis B-sejtes populacio bizonyithato.

Az egyéb, az IgH PCR eredmények alapjan elvégzett flow citometrias fenotipizalas
valamint a klinikai adatok retrospektiv kiértékelése a 4, csontveléi monoklonalis B-sejtes

populaciot mutato CMPB-s betegbdl 2-ben klinikailag is nyilvanvalé lymphomat igazolt.
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3.3.2.3. tdblazat A négy csontvel6i monoklonalis IgH génatrendezddést mutatd betegbdl
harom szomatikus hipermutacio analizise (89).

. Identitas Identas Eszlelet R/S ariny Elméletileg
Germline vart R/S arany
Ny.cs. . (FRII - (CDRI +
gén FRINI) CDRII) CDR I+ CDRII | FRII +FRIlI (CDRI +
CDRIN)
1. 471 I(é;;f\o/f 90,7% 80,4% 6/1=6,000 8/2=4,000 4073
IGHV1- - ) ] ]
249 | 'oel | 1000% | 1000%
3. #105 'g;\o/;‘ 93.,8% 82.206 4/1=4,000 3/3=1,000 3,796

A 96. sz.betegben alternald thrombocytosist és lymphocytosist talaltunk a beteg
anamnesisében. A periferas vérsejtek immunfenotipizalasa CD5-CD19-CD23 ko-expressziot
valamint sejtfelszini lambda konnylilanc restrikciét mutatott, melyek CLL fennalltat
igazoltak. A ndbeteg periférias flow szortirozott myeloid valamint CD5-CD19-CD23 ko-
expresszalod leukaemias sejtjeib6l nyert DNS-en elvégzett X-kromoszéma kotott klonalitasi
vizsgalat (HUMARA PCR teszt) monoklonalitdst és ugyanazon inaktivacids mintdzatot
mutatott a két sejtcsoportban (3.3.2.6.b.-c. dbra).

A 105. sz. betegben (betegtorténet: Isd. 2.3.2.a.3. pont) tipusos CML allt fenn, a
konvencionalis citogenetika Ph kromoszémat talalt 20 metafdzisbol 18-ban, a periférias
vérsejtek 96%-a mutatta a bcr-abl atrendezodést iFISH technikaval, az RT-PCR a b2/a2
valamint a b3/a2 tipusu bcr-abl kiméra mRNS expresszi6 egylittes fennalltat, a PCR a
csontveldi DNS-ben monoklonalis IgH génatrendezddést, a morfologiai vizsgalat pedig
egyetlen vel6lrben homogén, mas veldlirokben szorvanyos — csak immunhistologiailag
detektalhaté — HCL tipusi B-ML-ra utalo eltérést talalt (3.3.2.8. és 3.3.2.9. dbrak).

A periférids kenetek gondos ujraértékelése ritka, mononuclearis hajas sejteket tart fel, a
tartarat rezisztens savi phosphatase (TRAT) pozitiv sejtek aranya 0.4% volt. A fenotipizalas
szerint a periférias sejtek 0.5%-a CD11c-CD19 Kko-expressziot és sejtfelszini kappa
konnylilanc restrikciét mutatott, melyek egyiittesen megerdsitették és kétségen kiviil
bizonyitottdk ko-exisztalo HCL fennalltat. Egymast kovetd (konzekutiv) immuncitologiai és
1FISH jelolésekkel vizsgaltuk a CML ¢és a HCL klonalis kapcsolatat. A periferds vérsejtek
citopreparatumain CD11c és CDI19 kettds jelolést alkalmaztunk majd az ezt kdvetden,
ugyanazon lemezeken elvégzett iFISH preparatumon a kordbban digitalizalt megfeleld

latdomezoket relokalizaltuk.
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CD33+

AT

CD3+ CD5/19/23+

—-—

D: Hha I and Hpa II
digested DNA

T

0 1 il 3
10 CD5 10

bID

10*
U: undigested DNA C

3.3.2

3.3.2.6. abra a MPN-NOS (96.
sz. beteg), a hypercellularis,
proliferald myeloid vonalat és

polimorf megakaryocytosist
mutatd csontveld
parenchymaban massziv
nodularis és interstitialis
lymphoid infiltratum

azonosithato, Giemsa, x 40 és x
200 (inszert); b a flow
citometrids immunfenotipizalas a
CD19+ fehérvérsejtek CD5—
CD23 ko-expressziojat mutatja;
¢ HUMARA teszt - a PCR
termék elektroforetikus
szeparalasa, a flow szortirozott
myeloid sejtek (CD33+), T-
sejtek (CD3+) ¢és CLL sejtek

(CD5+/CD19+/CD23+)  koziil
csak a  T-sejtekben  volt
amplifikalhato mindkét,

trinukleotid repetitiv szekvenciat tartalmazé allél Hha 1 és Hpa II metilacido szenzitiv
endonukleaz emésztést kovetden, az eredmény a myeloid és a CLL-es sejtek ugyanazon X
kromoszoma inaktivacios mintazatara valamint monoklonalitasara utal (89).

3.32.7. _abra  Crista
biopsia paraffinos
blokkjaibol extrahalt

DNS-ek higitatlan (1-2-3),
1000 x (4-5-6) valamint
10 000 x higitott (7-8-9)
triplikatumain a 2.3.2.c.4.
pont szerint amplifikalt
IgH gén CDR III regio

PCR termékeinek
elektroforetikus
szeparalasa.

Kiilonb6z6 amplifikacios
mintazatot (‘pattern’, P)
észleltink a  ‘kenet-t6l

a Y 199)(

10000x

s X i N 7 S
Mw P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P8 A9 C+ Dw Mw

Polyclonal sample

100x
A

10000x
A

N 7

=
M1

M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 C-

N

Dw Mw

Monoclonal sample

(P1-P3) a nem reprodukalhaté oligoklonalitason (P4-P8) at az egyszeres amplifikacios csikig
(al-monoklonalitds, P9) poliklonalis mintdkban (@), mig konzekvens egyforma molsulyt
amplifikatum volt észlelhetd a kiilonboz6 higitasok mellett is a monoklonalis mintaban (b),
C+ pozitiv kontrol, C- negativ kontrol, Dw desztillalt viz, Mw molekulastly marker (89).
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'S CD20

3.3.2.8. abra HCL (@) illetve CML (b) tipust csontveldi infiltratum ugyanazon crista biopsia
szomszédos veldirjeiben, HE, 40 x; inszert: az (a) abrarészlet nagyobb nagyitasu képén jol
lathaté a HCL-re jellemzd ‘lépesméz’ rajzolat, HE, 400 x; a CD20+ ¢és DBA.44 +
mononuclearis sejtelemek az (a) abrarészletnek megfeleléen homogén lemezben infiltralnak,
mig mas teriileteken morfoldgiailag nem azonosithatdo modon szérvanyos vannak jelen a
myeloid proliferatumban, 100 x (90).

3.3.2.9. 4bra A crista biopsia paraffinos blokkjabol
extrahalt DNS mintabol (S) PCR eljarassal
kimutatott monoklondlis IgH génatrendezddés
valamint a periférias vérmintabol (S) RT-PCR
Mw C+ C- S dvw eljarassal detektalt b2/a2 és b3/a2 tipust bcer-abl
kiméra expresszi6 (PhM) elektroforetikus képe,
C+ és C- pozitiv és negativ kontrol mintdk, dw
desztillalt viz,, Mw molekulasuly standard (90)

IGH 1w

89

Mw C+ S C-

CDl1l1c+ CD19 Ph-FISH

3.3.2.10. abra a CD11c (z6ld) és CD19 (piros) ko-expresszald periférias vér mononuclearis
sejtek (€), b ugyanazon preparatum iFISH reakcidja, ber proba: piros, abl proba: zold, kék
DAPI hattér magfestés; az (a) latomezd relokalizacidja a ber-abl atrendezddésre valamint
+22-re utaldé 1 sarga fuzios jelet és 2 piros szignalt mutat a CDllc- CD19 pozitiv
mononuklearis (€) és negativ segmentalt magv sejt () magjaban egyarant (90).
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3.3.2.11. dbra MPN-NOS (71.sz. beteg). a Jelent6s polimorf megakaryocytosissal kisért
trilinearis proliferaci6, HE, 320 x; b a normalis tartomanyba esd, szérvanyos, érett CD20
pozitiv B-sejtek a veléallomanyban, CD20 immunhisztologiai festés, 100 x; C a periférias
vérbol (PB) valamint a csontvelobdl (BM) izolalt DNS-bdl egyforma molekulasulya
amplifikatummal jellemzett monoklondlis IgH génatrendezddés, gél elektroforézis, Mw
molekulasuly standard, C+ és C- pozitiv és negativ kontrol mintak; d sejtfelszini lambda
konnytilanc restrikciot ( AMx = 12.5) mutatd, a reaktiv B-sejtektél CD19- SSC
karakterisztikuméban elkiiloniilé minor periférids vérsejt populacio; e a CD45 vs SSC
diagram alapjan azonositott flow szortirozott vérsejt populaciokbol izolalt DNS-en elvégzett
HUMARA PCR teszt eredményének elektroforetikus — denzitometrias kiértékelése, U az
emésztetlen DNS-bdl nyert két, eltérd molsulyt amplikon a trinukleotid repetitive régiora
vonatkozoan heterozigozitasra utal, a lymphoid sejtek (L) a metilacid szenzitiv restrikcios
endonukledz emésztést kovetden is megtartottdk a heterozigozitast, mely poliklonlitasra utal,
mig a myeloid sejtek (M) — monoklonalitasra utaldan - az emésztést kovetden a
heterozigozitast elvesztették, csak az egyik allél volt amplifikalhato (89).
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Ezen kisérletek azt mutattak, hogy a nagyszadmu, a fenti két markerre negativ myeloid elem
mellett szorvanyos, mononuclearis, CD11c-t és CD19-et ko-expresszald sejt fordult eld,
melyek tartalmaztak egy Ph kromoszomanak megfeleld sarga fuzios valamint egy extra piros
szignalt (3.3.2.10. dabra). Az addicionalis voros szignal (abl proba) +9-nek vagy a nem
atrendezddott 9-es kromoszoma abl proba teriiletében (kb. a kozepén) bekovetkezett torésének
egyarant megfelelhet. Mindkét marker a myeloid valamint a CDI19-CDllc pozitiv
mononukledris sejtekben egyarant eléfordult. A flow citometriaval, kombinalt feno- és
genotipus vizsgalattal valamint citokémidval meghatdrozott egyes vérsejt szubpopulacidok

aranyait a 3.3.2.4. tablazat mutatja.

3.3.2.4.Tablazat Flow citometriaval, kombinalt immunfluoreszcenciaval és iFISH-sel

valamint a citokémidval meghatarozott fehérvérsejt szubpopulaciok aranyai (105.sz. beteg)
(90).

Lymphocytiak %-a~ | FVS %-a
Lymphocytak+ 100.0 7.3+
CD3" 925 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 ’kovér betiis’ adatok flow citometrias analizisb6l szirmaznak
© az adat a relokalizacios kisérletb6l szarmazik

© multifokalis tartarat rezisztens acid foszfataz pozitivitas

A T1.sz. betegben a periférias vérben a csontveldi monoklonalis IgH amplifikatummal
megegyez0 molsulyu €s szekvencidju IgH génatrenedezddés hatterében flow citometridsan
kimutathatd volt a 7.3% mononuclearis lymphoid populécié egy 8.7%-os, eltérd6 CD19—FSC
karakterisztikumot és kappa sIg konnytilanc restrikciot mutatd szubpopulacioja, de klinikailag
lymphoma nem volt nyilvanvalo. A CD45 vs SSC plot alapjan flow szortirozott myeloid €s
lymphoid populécié koziil az els6ben monoklonalitds volt kimutathato, de a masikban a
heterozigozitas elvesztése (LOH) nem volt igazolhaté (3.3.2.11. dbra). A hét honapos kovetés
soran B-ML nem alakult ki.

A 24. sz. betegtol periférids vér imunfenotipizélasra nem allt rendelkezésre, a primér
csontveld vizsgalatot kovetden roviddel meghalt szekunder infekcidban €és a boncolas

lymphomadra utalo eltérést nem mutatott.
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3.3.2.c. Diszkusszio

3.3.2.c.1. A kiméra mRNS expresszidja — melynek a Ph*, ber-abl mRNS' allapot az
atfogobb megértése valamint a betegség és a poszt-transzplant allapot monitorizalasa
szempontjabol (69, 70, 91, 92, 93). A tanulmanyban egy olyan beteget irtunk le, akinél a 32
honapos kovetés alatt 6tszor végeztiink molekularis vizsgalatokat. Bar a periférias vérsejtek
végig és magas aranyban Ph pozitivak voltak, a kiméra mRNS expresszid a chronicus fazis
soran csak egyszer volt detektalhatd, de nem a betegség kezdetén és késobbi lefolydsan. A
bcr-abl expresszio CML iranya morfologiai és citokémiai valtozasokkal jart egyiitt. Ez azt
jelenti, hogy ezen Ph™ CMB lefolyasa soran ber-abl mRNS negativ allapotot azonositottunk
nem izolalt haemopoetikus kolonidk, hanem az egész periférids vérsejt populacio szintjén.

Jol ismert, hogy a pozitiv és a negativ PCR eredményeket koriiltekintéen kell
értekelni. A vizsgdlatok sordn a b2a2 ill. b3a2 valamint az ela2 tipusu torések révén képzddo
p210 valamint pl90 tipusi ber-abl fizios mRNS-t detektdlo RT-PCR reakciokat
alkalmaztunk, ezek kozil az elsék jellemzik a CML-t. Tobb oka is lehet annak, hogy fals
negativitds miatt nem tudtuk detektdlni a p210 mRNS-t: 1. gyenge mindségli RNS izolatum
vagy az RNS degradalodasa, 2. az alkalmazott PCR technika alacsony szenzitivitasa, 3. e19a2
tipusu transzlokaci6 (pu-ber regid), 4. az abl 2. és 3. exonja kozotti toréspont, mely a2 exon
nélkiili fuzids gént eredményez. A kontrol vizsgalatok az elsd kettd valamint az utolsod
alternativa ellen szo6ltak. Az RNS mindségét ellendrzé RT-PCR-ek egyértelmii amplifikaciot
adtak nem csak a -actin-ra, de az M-bcr regiotol kozvetleniil telomerikusan elhelyezked6 a2-
a3 regiora is. A bcr-abl mRNS rovidebb féléletidejérél — mely napokig fel nem dolgozott
vérmintdknal illetve mélyhilitotten honapokig tarolt RNS-nél is specifikus kiméra mRNS
degradaciot okozhat — vannak adatok (94), de esetiinkben az RNS izolalas a mintavételtol
szamitott 1 Oran beliil, az RT-PCR reakciok pedig 24 6ran beliil megtorténtek. Masrészrdl a
b2a2 illetve b3a2 tipusu transzlokaci6 detektdldsara két kiillonb6z0 primer szett
felhasznalasaval végzett RT-PCR vizsgalatok érzékenysége megfeleld volt, kontrol
vizsgalatokban reprodukélhat6 pozitivitast nyertink 107 higitas mellett is. A nagyon ritka
e19a2 tipust transzlokaciot nem vizsgaltuk RT-PCR-rel, de harom érv is ennek fennallta ellen
sz6l esetiinkben: 1. p-ber régidban bekovetkezd transzlokécid klinikailag és citologiailag
elkiiloniilo entitast, a kifejezett neurophil differencidlodassal és thrombocytosissal jaré CML-t
eredményezi, de esetiinkben ez nem allt fenn (4),_2. ez a transzlokaci6 a iFISH soran

hibridizalt ber és abl szekvencidk kozotti DNS szakaszt — a b3a2 és a b2a2 tipusuhoz
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viszonyitva — 540 bp ill. 615 bp-ral nyajtana meg, mely a FISH szignalok fuzidja helyett nagy
valosziniiséggel azok ko-lokalizaciojat eredményezte volna (95), 3. a lefolyas soran végzett 4
RT-PCR vizsgélati minta koziil az egyikben egyértelmlien kimutathaté volt a molstly
valamint a szekvencia alapjan b3a2 — p210 tipust bcr-abl kiméra mRNS, mint a metafazis
citogenetikaval is igazolt klasszikus Ph kromoszoma terméke.

A 1(9;22)(q34.1;q11.21) patognomikus a CML-re, de a betegség tobblépcsds fejlodése
soran nem az elsd transzformalo hatds: Ph* CML-es betegek Epstein-Barr virussal
transzformalt, Ph™ és bcr-abl MRNS™ lymphoid sejtvonalai a glukoz-6-foszfat dehidrogenaz
analizis alapjan monoklonalisnak bizonyultak (63). Kb 30%-ban monoklonalis Ph-
haemopoesis azonosithatdé dasatinib indukalta remissziéban levé CML betegekben, hasonlo
eltérést azonban IFN-a. terdpia mellett is leirtak (96, 97). Igy legalabb két fejlddési stadium
lehetdsége meriilt fel, az elsd sordn — nem ismert transzformdlo tényezd hatisara — az Ossejt
kompartment klondlis proliferdcioban megnyilvanulé ndvekedési elonyre tesz szert, a
masodikban pedig kialakul a jellegzetes Ph kromoszéma és a CML-es fenotipus. A
molekularis vizsgalatok tiikkrében azonban még a Ph* klén is heterogén a p210 kiméra mMRNS
expresszidja vonatkozasiaban. CML-es betegek Ph* haemopoetikus kolénidinak 25%-aban
(tartomany: 0%-60%) bcr-abl expresszio nem volt kimutathato érzékeny RT-PCR modszerrel.
Ha a kolonidkat IFN-a jelenlétében generaltak, akkor ez az arany 95%-ra novekedett (65, 67).
Flow szortirozott korai haemopoetikus valamint sejtvonal-elkdtelezett progenitorok tovabba
"long-term culture-initiating cells’ (LT-CICs) és poszttranszplant betegek sejtmintainak
vizsgdlata nem csak nagy kiilonbségeket (nagysagrendeket) tart fel a p210 mRNS
expressziojanak mértékében, de nagyszamu nem expresszalo, néma (’silent’, ’"dormant’) klont
is (66, 68, 69, 70, 99). E megallapitas a tirozin kinaz inhibitor (TKI) terapias korszakra is igaz
(100, 101). Ezen adatok arra utalnak, hogy a Ph’ klén egy (valtozo) frakcidja nem-
expresszalo. Napvilagot latott azonban ezzel ellentétes adat is: 5 CML-es beteg kolonia képzd
sejtjei valamint az LT-CIC 100%-ban Ph és ber-abl mRNS pozitivak voltak (102).

Konkluzié:

1. Az irodalmi adatok nagy tobbsége szerint a CML-es betegekben egy labilis, Ph*, de
nem expresszald progenitor kompartment is létezik. Tanulmanyunk szerint ez az
allapot (’silencing’) az egész differencial6do sejtvonalra kiterjedhet.

2. Az irodalomban ilyen kozlést — legalabbis az Aaltalunk alkalmazott molekuléris

kritériumokat hasznalva — nem ismeriink.
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3. A nem-expresszaldé Ph® allapot tovabb stratifikilhatja a CML tipusi betegség
tobblépcsds pathogenesisét és komolyan figyelembe veendd a kvantitativ PCR
monitorizalasi eredmények értékelésénél.

3.3.2.c.2. Ezt a tanulmanyt két ok miatt végeztiik. Egyrészt haematopathologusok szamara

probléma. Masrészt nem voltak az irodalomban a Myeloproliferativ Betegségek (MPB)
valamint a B-sejtes ML ko-incidencidjara vonatkozo6 adatok. Egy publikacio szerint Ph- MPB-
ekben feltlinden magas a monoclondlis T-sejt receptor génatrendezddés, morphologiailag /
klinikailag lymphoma hianyaban, melynek rossz prognosztikai szerepet tulajdonitottak (103).
Ezért 106 kezeletlen MPB-ben szenvedd beteg crista biopsids anyaganak a morfoldgiai
vizsgalata mellett IgH génatrendezddés irdanyu molekuléris analizist is végeztiink. Arra is
valaszt vartunk, hogy a klonalitasi vizsgalatokat befolyasolhatja-e az el nem kotelezett Ossejt
eredetli MPN-dkben a lymphoid populacié legalabbis egy részének klondlis jellege.

A benignus lymphoid infiltritum gyakori lelet csontvel6ben ¢és mennyiségiik a
nemmel, korral és esetleges autoimmun betegség fennalltaval véltozik (104). A nagyméretii (>
0.6 mm atmérdjii) és szamos (> 4 db egy 1 cm-es crista biopsiaban) aggregatum leirasara
javasoltak a 'noduléris lymphoid hyperplasia’ — kevéssé elterjedt — elnevezést is (105). Bar
bizonyos morfologiai sajatossagok — centralis lokalizécid, heterogén citologia ¢és
immunfenotipus, €les hatarok, finom retikulin halozat, centrum germinativumok jelenléte —
indolens B-ML-val szemben az infiltratum inkabb reaktiv jellegére utalhatnak, a differencial
diagnosztikdnak dnmagéban morfoldgiai, abszolut kritériumai nincsenek. Ez a diagnosztikai
probléma kiilondsen felszinre keriil MPB -k esetén, ahol a szorvanyos interstitialis, foltos sot
nodularis lymphoid infiltratumok sokkal gyakrabban fordulnak eld, mint reaktiv allapotokban
(84, 106). Az IgH génatrendez6dés molekularis vizsgalata a problémat megoldd eszkoznek
tinhet, de a fals monoklonalitdis jol dokumentalt jelenség kis biopsidkban — mint
gyomorbiopsiak, szovet fragmentumok, mikrodisszekalt reaktiv nyirokcsomok, st T-sejtes
ML — valamint sajat eredményeink szerint is (85, 86, 87, 107). A fals monoklonalitds oka
lehet a B-klonok alacsony szama (vagy a B-sejtek aktualisan alacsony szdma vagy a
topografikusan szegregalt mikro-B-sejt klonok jelenléte), vagy amplifikacidés elény
(’preferential priming’) a konszenzus primereknek a kiilonb6zé IgH génatrendezddések
iranyaban fennall6 eltér6 affinitasa miatt (108, 109).

Bar a 106 CMPB crista biopsia 32%-dban mutatkozott morfoldgiailag novekedett
lymphoid kompartment, a 81 amplifikdlhato CDR III régioval bird csontveldbdl csak 4 (5%)

mutatott monoklonalis IgH génatrendezddést a felallitott kritériumok alapjan.
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Osszehasonlitva, az indolens B-ML-s betegek csontveldiben a morfoldgiai és molekularis
vizsgalat a pozitivitds megitélésében jO konkordanciat (68% vs 77%) mutatott. A négy
csontveldi monoklonalis IgH génatrendezédést mutatd6 CMPB betegbdl 2-ben klinikailag is
nyilvanvalo6, specifikus szubtipusti lymphoma allt fenn. Az egyikben az egyiittesen fennall6 és
kezeletlen allapotban felismert CML és HCL kozott klonalis kapcsolat is bizonyithatd volt
(90). A HCL-ban magas (8.7%) a szekunder malignomak aranya ¢s ez interferon alfa-2b-vel
kezelt betegekben még jelentdsen, 19%-ra, megemelkedik (78, 79, 80). Ismereteink szerint
HCL és Ph* CML egyiittes eléfordulasat két esetben irtak le, de ezekben a CML 12 illetve 48
honappal kovette a mar kezelt HCL kialakulasat €s a klonalis kapcsolatot egyik esetben sem
vizsgaltak (81, 82). Jelen esetiinkdn kiviil csak egy beteget kozoltek, akinél a kezeletlen
allapotban CML és HCL egyiittesen fentallt (83). A nem osztalyozhaté MPB és CLL egyiittes
fennallasat mutatdé masik betegben a myeloid és a lymphoid leukaemids sejtek a
mikroszatellita LOH ugyanazon mintidzatat mutattdk, mely nem egyértelmiien, de legalabb
50%-os valosziniiséggel felveti a chronicus myeloproliferativ betegség és az indolens B-sejtes
lymphoma klonalis kapcsolatat. Az IgH CDR III régio PCR amlifikacioja és a szekvencia
analizis azért is el6ny0s, mert az utobbi meghatarozé prognosztikai infomaciét hordoz (110).
A  maradék kettd, monoklonalis csontveléi IgH génatrendez6dést mutatdé esetben
klinikopathologiailag lymphoma nem volt bizonyithat6. Az egyik esetben (71.sz. ndbeteg),
azonban, egy minor (0.64 %) periférids B-sejt populécio volt kimutathatd, mely a slg
konnyiilanc restrikcié valamint az IgH génatrendezddés szerint is monoklonalisnak bizonyult.
Ennek klonalis kapcsolatat az egyébként bizonyitottan monoklonalis myeloid sejtekkel nem
lehetett igazolni, mivel a HUMARA teszt nem elég szenzitiv ahhoz, hogy ilyen kis
populéciok kimutathatok legyenek. A rovid kovetési id6 alatt ezen lelet klinikai jelentdségére
nem derilt fény, de a tobb modszerrel valamint a csontveldben és a periféridn is igazolt
monoklondlis B-sejt populdcid miatt jogosan feltételezhetjiik egy lymphoma fejlédésének
korai stddiumat.

Osszegezve: 1. MPB-ekben sokkal gyakrabban detektalhato morfologiailag fokozott
mennyiségll érett lymphoid populacio a csontvelében, mint amilyen ardnyban monoklonalis
IgH génatrendezddés PCR-rel kimutathatd; 2. A klonalis B-sejt populaciéo (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 incidenciabdl kovetkezne (111); 3. Ez azt jelenti,
hogy MPB-ekben, kiilonosképpen a tobb fejlédésben levé format inkorporaldé nem
osztalyozhato (NOS) csoportban, monoklonalis B-sejt populacié kialakuldsara predispozicid

létezik; 4. Bar a monoklonalis B-sejt populacié nem jelent lymphomat — melyet, pl., az a-
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nehézlanc betegség, a Helicobacter pylori indukalta gastricus B-sejt proliferacio vagy a
Sjogren betegség is mutat, melyekben a monoklonélis, de nem lymphomas B-sejt ndvekedés a
lymphomagenesis iranyaba mutatd egy fejlodési fazist képvisel — jogosan feltételezhetjiik,
hogy abban a két esetliinkben, ahol a csontveldi monoklonalis B-sejt populacié ellenére
klinikopathologiailag lymphoma nem volt igazolhato, fejlédésben levé lymphomakrol volt
sz6; 5. Mivel ebben a két esetben nem volt semmilyen, B-sejt abnormalitasra utalé alarmirozo
morfologiai jel, nem allithatjuk azt, hogy morfologiailag felismerhetd lenne egy pre-klinikai
lymphoma allapot MPB-ben; 6. A flow citometrias és a szomatikus mutacié (SM) analizis
adatok szerint a periférias, naiv — prefollicularis valamint a postfollicularis B-sejtekbdl
egyarant kialakulhat B-ML MPB-ben, mely az egyes MPB-ekben el6forduld precursor B-sejt
eredetli blastos crisis-tol (BC) eltérd pathogenesisre (lymphomagenesisre) utal, tovabba a SM
vizsgalat prediktiv korai pre-B BC illetve fejléddésben levd lymphoma differencidlaséban,
mint azt a 71.sz. beteg is mutatja; 7. A MPB-ben észlelheté magasabb monoklonalis B-sejt
incidencia nem magyarazhatd azzal, hogy MPN-ben a B-sejtek egy része klonalis — melyet
legjobban az mutat, hogy CML-ben az érett B-sejtek 29-69%-a a neoplastikus el nem
kotelezett Ossejt (UCSC) populacidhoz tartozik, (112) — mert az IgH génatrendez6dés a
haemopoetikus hierarchia egy magasabb szintjén torténik, mint ahol az UCSC kompartment
klonalis expanzioja végbemegy. Ezért, egy klonalis marker akvirdlasa az UCSC szintjén nem
jelent a kiilonb6zd lymphoid progenitorokban identikus IgH génatrendezddést. Ha ez lenne az
eset, akkor — figyelembe véve az IgH PCR teszt kb 1%-o0s érzékenységét — MPN-akben
sokkal nagyobb ardnyban (Isd fent) lehetne monoklonalis IgH 4trendezddést kimutatni; 8. Ez
azonban azt jelenti, hogy a MPN-hoz klonalisan kapcsolodé B-sejtek a tobblépcsds
cancerogenesis elsé fokara mar felléptek, és — szemben a normal B-sejtekkel — kevesebb
addicionalis aberracid sziikséges ahhoz, hogy preklinikai vagy manifeszt lymphoma alakuljon
ki. A MPB lymphoid vonal iranyu progressziojat a CML-BC-ek 20-30%-at ad6 precursor B-
sejt eredetii Ph*™ LBC példézza. A fentiekben egy masik jellegii lymphoid progressziot irtunk

le MPB-ekben, mely nem ismert, de az el6z6t6] biztosan eltéré pathogenesisii folyamat.
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3.3.3. A chronicus myeloid leukaemia molekularis monitorizalasa

3.3.3.a. Bevezetés
A chronicus myeloid leukaemia (CML) a leggyakoribb chronicus myeloproliferativ

betegség (CMB), incidencigja 1-1.5/100 000 lakos/év koriill mozog hazai és nemzetkozi
adatok szerint (33, 113, 114, 115). A CML nem csak klinikai, laboratoriumi illetve patologiali,
hanem genetikai értelemben is jol definidlt betegség. E betegségre jellemz0, patognomikus
molekularis eltérés a humén daganatokban elsdként leirt Philadelphia (Ph) kromoszoma, mely
a 9-es ¢és a 22 kromoszéma kozott 1étrejovo kiegyensulyozott transzlokacid eredményeként
alakul ki és konvencionalis cytogenetikaval jol azonosithato (116). Molekularis szinten a 9-es
kromoszéman 1évé abl gén a 22-es kromoszoma bcr génje mellé keriil és génfuzid
eredményeképpen ber-abl kiméra gén keletkezik (117, 118). A torés a 22-es kromoszdéma 5.8
kb nagysagi M-bcr —a b2 és b3 vagy a b3 és b4 exonok kozotti intron — régidoban, mig a 9-es
kromoszoman az abl 2-es exon el6tti 200 kb hosszsagu régidban kovetkezik be (119, 120)
(3.3.3.1. sz.abra).

ot 4% 3!
22. Kromoszoma bcr i L

9. kromoszéma abl
1A 23 4 567...

abl
200 kb

cr abl

5 b
Ph M b2a2 1

3.3.3.1. sz. abra A Philadelphia transzlokaci6 sordn a ber €s az abl génben érintett toréspont
régiod valamint a b2a2 és a b3a2 tipusu M-ber transzlokacié sémas abraja (121).

Ennek megfeleléen a transzlokacié vagy b2/a2 vagy b3/a2 tipusu. Ha az M-ber régioban a
torés a b3-b4 exonok kozott kovetkezik be, ugyanazon betegben b3/a2 és b2/a2 tipust kiméra
mRNS is képzddhet, mivel a b3 exon alternativ mRNS érés révén kieshet. Mas tipust,
citogenetikailag Ph kromoszoma formajaban megnyilvanul6 torés is eléfordul (m-ber, p-bcr)

(4). A fuzios génrdl 8.2 kb nagysagu kiméra ber-abl mRNS irddik le, melynek protein
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terméke 210 kD-os és a normalis abl proteinhez képest fokozott tyrozin kinaz aktivitassal bir
(122, 123).

A CML tipust betegség fenotipus kivaltdja és fenntartdja a ber-abl gén expresszid, mely
sz¢les tartomanyban mozoghat (124, 125, 126, 127). Ennek egyik véglete a nem expresszalo,
néma (‘silent’, ‘dormant’) Ph kromoszoma, mely nem csupan egyes haemopoetikus kolonidk,
hanem specialis esetekben a teljes haemopoesis szintjén is 1étezhet (128, 129, 130, 131, 132,
133). A tumortomeget — illetve forditva — a rezidualis haemopoesist viszont a Ph
kromoszémat illetve ber/abl atrendez6dést hordozo — illetve erre negativ — sejtek teljes
haemopoesisen beliili aranya képviseli. A bcr-abl expresszié VS tumortdmeg VS betegség
reprezentacid kérdéskor a legujabb tirozin kinaz inhibitor (TKI) terapids korszakban sem
jutott nyugvopontra (101). Molekularis remisszidban levé CML-es betegekben ma sem ismert
az exakt betegség allapot, igy a TKI-ok hosszatavi talélésre gyakorolt hatasa, mivel a
legérzékenyebb kvantitativ reverz transzkripcios PCR sem képes azonositani a relabalod
betegeket (100). Ezért a még az o-interferon (o-IFN) terapias éraban végzett
tanulmanyunknak is van impaktja a jelen adatok tiikrében is.

A kezelés hatékonysaganak molekuldris monitorizdlasdban tehat a tumortdomeg
nagysagat valamint a bcr-abl kiméra gén expresszidjat sziikséges vizsgalni. Az eldbbi
meghatarozasahoz (o-IFN terapias éra) vizsgaltuk a ber-abl atrendezédést (Ph-kromoszoma)
hordoz6 sejtek aranyat fluorescens in situ hibridizacidval a periférids vérsejtek interfazis
magjain (iFISH), az utdébbi meghatidrozdsdhoz pedig kvantitativ, kompetitiv reverz
transzkripcidos polimeraz lancreakciot (Q-RT-PCR) dolgoztunk ki (121, 134). A 68 beteg
Osszesen 155 vérmintdin végzett vizsgalataink soran arra kerestiink valaszt, hogy a két
bioldgiai paraméter milyen tartomanyt képvisel, mutat-e korrelaciot kezeletlen betegekben és
milyen véltozast mutat kezelés hatdsara, mivel a tanulmany lezarasig csak a Ph® sejtek
aranyaval jellemzett tumortdmeget vették a therapids valaszok kovetésében alapul. A hazai
irodalomban ilyen jellegi molekularis monitorizalasrél (a tanulmany lezardsaig) nem
szamoltak be CML-ben, a néhdny nemzetk6zi kozlés eredménye pedig ellentmonddsos volt
(124, 125, 126, 135, 136). Emellett a TKI terapias érat reprezentald 197 beteg 1165 csontveld
illetve vér vizsgalati anyagan is vizsgaltuk a két paraméter Osszefliggéseit, az eldbbit
(tumortdomeg) kariotipizalassal és iFISH eljarassal, az utdbbit (expresszio) valds ideji
kvantitativ PCR (RQ-PCR) moédszerrel (97). A monitorizalas soran felmeriil6 igény kapcsan

vizsgaltuk az iFISH jelek automatizalt kiértékelésének lehetségét is (137).
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3.3.3.b. Eredménvyek

Hatvannyolc bcr-abl atrendezddésre pozitiv CML-es beteg Gsszesen 155 mintajaban

kvantitativan vizsgaltuk a bcr-abl expressziot (o-INF éra). Egy kovetett beteg mintaja
kivételével (aki azonban a betegség kezdetén pozitiv volt) minden mintdban detektalhatd volt
a bcr-abl kimera mRNS. Csak olyan betegeket vontunk be a tanulmanyba, akik vagy b3a2
vagy b2a2 tipusu expressziot mutattak, akik mindkett6t, azokat kizartuk a vizsgalatbol. Csak
egy beteg esetében észleltiik a fenti expresszios minta valtozasat a kovetés soran: betegsége a
diagnoziskor b3a2 tipusu expressziot mutatott, mely azonban a késébbiek folyaman kevert
expresszioba fordult, ezért a feldolgozasbol kizartuk. A 68 betegbdl 33 (48.5%) expresszalta a
b2a2, mig 35 (51.5%) a b3a2 tipust transzkriptumot. Nem volt érdemi kiilonbség a két
expresszio tipusnak a kiilonb6z6 citogenetikai véalasz csoportokban torténd megoszlasaban,
eltekintve a komplett citogenetikai valasz kategoriatol, ahol a b2a2 expresszid 5x gyakoribb
volt, mint a b3a2 tipust (10 vs 2 beteg).
iFISH vizsgalat és eredmény mind a 155 mintabol rendelkezésre allt. Az 51 kezeletlen beteg
periférias vérsejtjeinek (PV) atlagosan 76% + 11%-a bizonyult Ph*-nak. A dupla Ph
kromoszomat tartalmazo sejteket nem vettiik stlyozottan figyelembe. A kovetéses mintak
megoszlasa a kiilonb6z6 citogenetikai valasz csoportokban (iFISH-PV) a kovetkezd volt:
komplett (n=12), major (n=29), minor (n=36), nincs valasz (n=27).
A Q-PCR teszttel a legalacsonyabb detektalhaté ber-abl mennyiség 0.01 fM volt, az Osszes
mintat figyelembe véve a ber-abl mennyisége 0.01-1000 fM, mig a ber-abl transzkriptum
szam/ug RNS 16 és 1 000 000 (atlag: 38 200) kozott valtozott. A Q-PCR-rel detektalhato
legkisebb abl mennyiség 3 fM volt, az sszes minta alapjan az abl mennyisége 10 — 1000 fM,
mig az abl transzkriptum/pug RNS 1 260 és 3 990 000 (4tlag: 317 000) kozott valtozott. Egy
minta kivételével mindegyikben detektalhatd és kvantdlhatd volt a ber-abl expresszio. Ezt a
kovetéses mintat valodi PCR negativnak fogadtuk el — az érzékenységi hatart figyelembe
véve, — mivel az abl jol amplifikalhato volt. Az abl transzkriptum szamot belsd standardként
hataroztuk meg és a ber —abl expressziot a ber-abl vs abl transzkriptum szam arany/pug RNS-
ben is kifejeztiik. Kettd szeparalt RT reakcio helyett a ber-abl valamint az abl Q-PCR
reakciokhoz sziikséges cDNS-t egy ¢és ugyanazon RT reakcioban allitottuk eld, mely a ber-
abl/abl arany kalkulaci6 hibajat 150%-rol 20%-ra csokkentette. A ber-abl/abl arany 0.01% és
100 % kozott valtozott.
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3.3.3.1. Tablazat Abszolat szamban valamint bcr-abl / abl aranyban kifejezett ber-abl
transzkripcid a kiilonbozo citogenetikai valasz csoportokban (iFISH perférias vér) valamint
kezeletlen CML-es betegekben (121).

Cltog’enetlkal Bet’e gek transcript/ug RNS Bcr-abl/abl arany (%)
valasz szama
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 valasz (>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 atlag és a standard deviacio zarojelben.

Bcr-abl transzkriptum szam az egyes citogenetikai valasz csoportokban széles tartomanyban
valtozott, de egy csokkend tendencia, nevezetesen 5, 4 majd 2 nagysagrend kiilonbség volt
azonosithaté a minimum ¢és maximum értékek kozott a kezeletlen betegek, majd a nem
valaszold illetve minor valasz végiil a major illetve a komplett valasz csoportban (3.3.3.1.
tabldzat). Az dsszes mintdban 6sszehasonlitva a Ph* vérsejtek ardnyét a ber—abl transzkriptum
szdmmal vagy a bcr-abl/abl arannyal egyarant gyenge korrelaciot észleltiink (r = .30 és r =
31). Egyedi betegek szintjén vizsgalva a két paramétert megallapithaté volt, hogy az
optimalis, azaz mindkét érték folyamatos (és jelentds) csokkenése csak a betegek egy
hanyaddban volt megfigyelhetd. Nagyrészt minden egyéb kombinacid eldfordult, példaul,
nem csOkkend tumortdmeg mellett (citogenetikai vélasz hidnya) szignifikdnsan csdkkend
(zuhano) ber-abl expresszid vagy ennek forditottja.
A kezeletlen betegek bcr-abl expresszidjat Osszehanlitva a kiillonbdzé citogenetikai valasz
csoportokban észleltekkel megallapithatd volt, hogy ez a nem véalaszold és a minor vélasz
csoporttol szignifikdnsan nem (p > 0.01), csak a major és a komplett citogenetikai valaszt
adok értékeitdl kiillonbozott szignifikansan (p < 0.001) (3.3.3.2. dbra). Tovabba, citogenetikai
valasz csoportokon beliil az egyetlen szignifikans kiilonbség a ber-abl expresszidoban a minor
¢€s a major valaszolok kozott volt (p < 0.01), mig ilyen a nem valaszolok €s a minor csoport
illetve a major és a komplett citogenetikai valaszt adok kozott nem volt regisztralhato.

A TKI korszakban — a nemzetkozileg bevezetett citogenetikai és molekularis valasz
kategoria definiciok miatt is — kiilonds tekintettel vizsgaltuk a csontveldi kariotipizalas
alapjan meghatarozott citogenetikai valasz tipusok valamint a csontveldi iFISH+ sejtarany

Osszefiiggéseit. Az eredmények szoros korrelaciot mutattak (r = 0.96, n = 94).

119



dc_1046_15 333

0 =
©
o o
o o0
X .
. . .
. o o
. X
® LYY
! X o0
* o0 o0 . LX)
- X ’xYys . o o
= .
< ° s 0 s o0
= oo .
) cee * * s00 00
« D o —
~ ° XYY * o
o -2 . R LX)
. .
a ° . LR XS
2 ° *
= e0 00 X .
I X3 o . 30 .
2P ° . . .
= . °* .
oo .
* * .
-3 . XXX LK)
. LR e
° ®
. ] ®
°
.
.
-4 @
complete major minor non- patients
responders responders responders responders at diagnosis

3.3.3.2. abra A bcr-abl/abl aranyban Kkifejezett bcr-abl expresszios értékek megoszlasa
valamint ezek 4tlagai az egyes citogenetikai valasz csoportokban. Ebben a paraméterben csak
a major és a komplett citogenetikai valaszt adok kiilonboztek szignifikansan (p < 0.001) a
kezeletlen betegektdl valamint a tobbi, o-IFN kezelt betegtl (nincs valasz vagy minor
citogenetikai valasz csoport) (134).

Megallapitottuk, hogy 15 %-os iFISH hatarértéket meghatarozva az iFISH 96,8 % pozitiv és
93,8 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai valasz (Ph+ metafazis arany 0-35
%) meghatarozasara (konkordancia: 96.8 %). Ugyancsak szoros korrelacid6 mutatkozott a
kariotipizalasi citogenetikai valasz és a periférids vérsejtek iFISH pozitivitasa kozott (r = 0.90,
n = 177). A periféridn 15 %-os hatarértéket megallapitva az iFISH 96.3 % pozitiv, és 97,9 %
negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai valaszt meghatarozni (konkordancia:
97,2 %) (3.3.3.3. abra).

Az automatizalt 1FISH vizsgalatok sordan a DAPI+ magok felismerési
kritériumrendszere alapjan a sejtmag felismerés szenzitivitasa 88.7 %-nak bizonyult. A
morfometriai paraméterek alapjan nyert szkettergram segitségével az egyedi sejtek 99.9 %-0s
tisztasaggal voltak a tovabbi analizishez kikapuzhatoak (3.3.3.4. dbra).

Az iFISH szignal detektdlds sordn a piros szignalszdm korrekten keriilt felismerésre a
magok 84.9 %-aban, mig a zo6ld szignalszam 80.9 %-ban, tehat mindkét szinben a
szignalszam korrekten keriilt felismerésre a sejtmagok 68.7 %-aban. A korrekt felismerés

legfobb akadalyai a kovetkezOk voltak: hasadt szigndl, , random kolokalizacid, nagy hattér
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3.3.3.3. abra A Kkariotipizalas illetve periférids vérmintan elvégzett iFISH eredményeinek

Osszevetése (97).

fluoreszcencia, egy magban az iFISH jelek kozotti nagy intenzitas kiilonbség valamint

autofluoreszcens artefaktok.

Az iFISH szignal tdvolsdg mérések soran meghataroztuk a kiilonb6z6 szinii szignalok
kozotti legrovidebb tavolsag eloszlast 100 %-ban Ph negativ  illetve pozitiv mintdk
sejtmagjain, majd a legrévidebb tavolsag vagasi pontot 0 — 10 pixel kozott valtoztatva
meghataroztuk a helyesen pozitivnak illetve negativnak felismert magok %-os aranyat, azaz a
rendszer szenzitivitasat valamint specificitasat (3.3.3.5. A-C abra). A legjobb transzlokacios
mintazat felismerés és igy a legjobb allapot (Ph+ ill. Ph-) besorolas 5 pixel-nél (0.84 pum)
adodott.
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3.3.3.4. abra A DAPI+ sejtmagok kontur area és excentricitds paraméterei alapjan nyert
szkettergram. Szaggatott vonal: izolalt, nem atfed6é sejtek, folytonos vonal: atfedé vagy
Osszetapado sejtek. Az excentricitast az objektumra helyezett virtualis ellipszis hosszabb (A)

¢és rovidebb (B) atloja alapjan, a kovetkez6 képlet szerint szamolta a rendszer: |1 —% (137).

A fals pozitiv arany (FPR) és a fals negativ ardny (FNR) a manudlis illetve az
automatizalt 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 erds, linearis korrelaciot
mutattak (R? = 0.985). Manualisan minden esetben 200 sejt keriilt kiértékelésre, ez a szam az
automatizalt vizsgalatnal atlagosan 1,177 (380 - 3,520) volt. Manualis értékeléssel az egyes
mintak atlagaitol valo eltérés tartomanya kb 4-szerese (8.3% vs 32.2%) volt az automatizalt

értékelésnél nyertnek. Ez a tartomény az interobserver variabilitast reprezentalja.

3.3.3.c. Diszkusszio

A tanulmanyban CML-ben szenvedd 51 kezeletlen és 104 IFN-o kezelt beteg
kovetéses vérmintait vizsgaltuk bcer-abl expresszidra és a tumortdmeg mennyiségére annak
érdekében, hogy a két paraméter kapcsolatat a betegs€ég monitorizaldsa szempontjabol
feltarjuk. Az elsé céljara kompetetiv, kvantitativ RT-PCR-rel hataroztuk meg a ber-abl/abl
aranyt. A felhasznalt kvantitativ PCR mas volt, mint amit e célra eredetileg alkalmaztak, de az
alap principium att6l nem kiilonbozott (138). A tumortdmeget a ber-abl atrendezddésre
pozitiv periférias vérsejtek szazalékos aranyaval jellemeztiik. Erre iFISH-t alkalmaztunk
konvencionalis citogenetikai analizis (CCA) helyett, mivel az elsénél a mintavételi hiba
kisebb, a sejttenyésztés soran el6forduld klondlis szelekcioval nem kell szdmolni és a
molekularis atrendezédéseket is kimutatja (139, 140, 141). CML-ben a iFISH valamint a CCA

eredményei kozott j6 korrelaciot irtak le, mely szerint a tumortdmeg jellemzésére mindkeét
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aranya (error) dsszességében 5 pixel-nél (0.84 um) volt a legalacsonyabb, 12.5 % (137).

3.3.3

A legrovidebb szignal tavolsag eloszlasa pozitiv (A) illetve negativ (B)
mintakban, 1 pixel = 0.168. C: a legrévidebb jeltavolsag vagasi pont alapjan diszkriminalt
pozitiv sejtek %-os aranya (Y tengely) pozitiv illetve negativ sejtekben. A helytelen besorolas
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3.3.3.2. Tablazat. A manualis és az automatizalt jelfelismerés Osszehasonlitasa (1. 2.3.3.a.
pont) (137)

Manualis eredmények (%) Automatizilt eredmények (%)
A B c Atlag A B c Atlag

N-1 6.3. 36 7.9 5.9 9.0 6.5 8.0 7.8
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 95.5 915 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 | ceeeeeee | mvine | eeeeeeiee | eneeeeeee | eeeeeeiee | emeeeeee | seeeeees | seieeee..
dev.atlagtol
atlag 15 [ 19 | L2 02 [ 01 | 01
fartomany 07 | 1L4 | 229 83 | 60 | 82

technika megfelel6 (142, 143). Azonban a két technikaval vizsgalt célpopulacié csak
részleges atfedést mutat, ezért az aktualis szamok eltéréek lehetnek (144, 145, 146, 147). A
monitorizalas vérsejt mintdkon tortént, mivel ez a legegyszeriibb és leggyakoribb mddszer és
a csontveld és a vér citogenetikai eredményei k6z6tt jo korrelacio all fenn CML-ben (148)

A két paraméter egyiittes kovetése fontos lehet CML monitorizalasaban, mivel a bcer-abl
kiméra termék interakcidba 1ép a pl45 Ossejt faktor receptorral (SCF-R) és a negativ
novekedési stimulust dozis fliggé modon megsziinteti (149, 150). Igy, a bcr-abl expresszio
mérése a betegség malignus potencidljanak kvantitalasat jelenti. Masrészt a tumortdmeg
ismerete a betegség kezdetén illetve ennek valtozasa kezelés hatasara minden daganat kezelési
stratégia kulcsfontossagu eleme. A bcer-abl kvantitdldsa a iFISH atlagosan 5-100 % kozotti
mérési tartomanyat nagysagrendekkel noveli, s bar a 10°® szint{i minimalis rezidualis betegség
szerepe a klinikai dontéshozatalban vita targyat képezi, egy rakos sejtburjanzast el6idézo
kiviil sem célszerti hagyni (135).

A tanulmany befejezéséig 5, IFN-a kezelt CML-es beteg monitorizalasaban
kvantitativ PCR-t és citogenetikat felhasznald publikaciot ismeriink. Négyben CCA-t, egyben
CCA-t és iFISH-t egyarant alkalmaztak. Ezekbdl kett6ben az expressziot csak komplett
citogenetikai valaszt mutatdé CML-es betegekben vizsgaltak (151, 152). A tanulmanyunkban
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¢észlelt, ugyanilyen citogenetikai valaszcsoportba tartozd betegek expressziojanak also
hatarértékei nagyon hasonloak voltak a kdzolt eredményekhez, de mi csak 2 nagysagrendnyi
kiilonbségeket észleltiink — szemben a kozolt 4 nagysagrenddel — ebben a csoportban. Egy
harmadik tanulmanyban a bcr-abl expresszid szintjét statisztikailag nem korrelaltattak a
kiilonbozo citogenetikai valasz csoportokban, de az individualis betegek szintjén az esetek
tobbségében nem talaltak korrelaciot a citogenetikai valasz és a Q-PCR adatok kozott (153).

A maradék két tanulmanyban a citogenetikai csoportokat Kantarjian et al (1995) nyoman a
csontveldi metafazis valamint interfazis adatok alapjan allitottak fel, mely eltér attol, amit mi
a tanulmanyunkban hasznaltunk (143, 146, 154). Egy iFISH tanulmanyban, ahol a kezeletlen
betegek atlagos Ph* vérsejtjeinek aranya 76% =+ 11%, a nem valaszolok illetve a minor vélaszt
mutatok kozotti 94%-0s Ph® sejtarany hatar felallitisa nem valosithatdé meg. Miutan
kezeletlen betegeinkben a Ph* vérsejtek ardnya a felsd harmadban mozgott, tanulmanyunkban
a minor és a major citogenetikai valaszt gy hataroztuk meg, hogy ez az érték a kozépsd
illetve az als6 harmadban legyen. Emiatt adatainkat csak ezen kiilonbségeket figyelembe véve
lehet Osszehasonlitani a hivatkozott két munkaval, melyben azt talaltdk, hogy a bcr-abl
expresszioban szignifikans kiilonbség volt az egyes citogenetikai valasz csoportok kozott,
kivéve a kezeletlen betegek és a nem valaszolok kozott (egyik tanulmanyban) valamint a
parcialis valasz (< 35 % Ph* metafizis) és a komplett citogenetikai valasz csoport kdzott
(mésik tanulmany). Tanulmanyunkban a nem és a minor valaszolok nem, csak a major és a
komplett valaszolok bcer-abl expresszid szintjei kiillonboztek szignifikdnsan a kezeletlen
betegekéit6l. Tovabba, a komplett és a major valaszolok szignifikansan kiilonboztek a ber-abl
/abl ardnyban a minor €s nem valaszold csoporttdl, de egyik sem kiilonbozott ebben a
paraméterben az elsd illetve a masodik kategoriaban egymastol. Ez azt jelenti, hogy a ber-abl
expresszi0, tehat a malignus fenotipus szignifikdns valtozadsa szempontjabdl a periférids
vérsejtekben 1IFISH-sel meghatarozott rezidudlis tumortdmeg csak két kategdridban prediktiv:
33%-nél kevesebb vagy tobb Ph” sejt marad a kezelés hatdsara (major citogenetikai vélasz
vagy annak hidnya). Ezen megfigyelésiink dsszhangban lehet azon kozléssel, hogy csak azon
o-IFN kezelt CML-es betegek mutatnak szignifikansan hosszabb talélést, akikben legalabb
major citogenetikai valasz alakult ki (154). A Ph" periférids vérsejtarany (tumortomeg)
valamint a bcr-abl expresszio szintje kozott osszességében — kezeletlen és kezelt betegben is —
gyenge korrelaciot talaltunk, mellyel egyez6 és ellentétes kozlések is vannak (143, 146, 153).
A korreldcio hianya azonban nem meglepd, hiszen a bcr-abl expressziojaban megnyilvanulo

nagysagrendnyi kiilonbségek, ennek pozitiv korrelacidja a myeloid differencidlodassal
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valamint a nem-expresszalo, néma (’silent”) allapot jol dokumentaltak (100, 155, 156, 157,
158, 159, 160). A két paraméter nagyrészt independes valtozasat betegeink is jol
demonstraltdk, ahol is a két paraméter korrelalt valtozédsa mellett minden egyéb variacid is
eléfordult.

A tirozin kinaz inhibitor korszakban végzett vizsgalataink még tovabb pontositottak az
iFISH eljarassal meghatarozott ber-abl+ periférids tumortdmeg ardnyanak prediktiv szerepét.
15 % alatti periférias Ph+ arany 96.3 %-0s illetve 97.9 %-os pozitiv illetve negativ értékkel
prediktiv major citogenetikai valaszra nézve. A periférids iFISH Ph+ sejtarany meghatarozasa
felértekelodott. A CML legujabb (2014)  °..diagnosis, monitoring and management ’
Osszefoglaldja szerint, a 6. és 12 honapos negativ periférids (!) iFISH eredmény stabil
komplett citogenetikai valaszt (CyCR) jelez (101). Ugyanezen allasfoglalas szerint a RQ-PCR
szerinti bcr-abl expresszio, a major molekularis valasz (MMR; bcr-abl kopiaszam < a
nemzetkozi skala /IS/ szerinti kezeletlen szint 107 része) jelentdsége vitatott, mivel CCyR
esetén a MMR-t ado illetve nem mutato betegek tulélési adatai nem kiillonbdznek egymastol.
Ez azt jelenti, hogy CCyR-t produkald betegeknél a legmegbizhatobb ( és legegyszeriibb)
monitorizalas a periférids Ph+ iFISH meghatdrozds. Ehhez els6ként irtuk le komplett
morfometriai paraméterekkel, részletes statisztikai vizsgalattal valamint vetettik Ossze
manudlis meghatarozassal az automatizalt mikroszkopos, 3D jelmintdzat felismerésen alapuld
Ph+ sejt meghatarozast.

Kovetkeztetéseink:

1. A bcr-abl expresszio és a periférias tumortomeg nem korrelal egymassal kezeletlen
betegekben ¢és nagyrész egymastdl fiiggetleniil valtozik o-IFN kezelt CML-es
betegekben.

2. Kevesebb, mint 33%-o0s periférias rezidualis tumortomegnek (major periférias vér
iIFISH citogenetikai vélasz) van csak a szignifikdns bcr-abl expresszid csokkenés
elérése szempontjabol prediktiv ereje.

3. Tirozin kinaz inhibitorral kezelt CML-es betegekben az iFISH-sel kevesebb, mint
15% Ph+ periférias vérsejt 96.3 % illetve 97.9 % pozitiv és negativ prediktiv értékkel
jelzi a major citogenetikai valaszt (MCyR). Ez is jelzi a periférias vér 1FISH
vizsgalatanak jelentdségét a Ph+ CML monitorizalasaban.

4. Ehhez a manualis iFISH értékelésnél akar 1 nagysdgrenddel nagyobb sejtmennyiség
vizsgalatara képes, a jelentds interobserver variabilitast elkeriild, alacsony Ph+
sejtarany mellett is megbizhatoan értékeld automatizalt iFISH értékeld mikroszkopos

eljarast dolgoztunk ki, elsOként.
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3.4. Epstein-Barr virus (EBV) pozitiv B-sejtek klonalis evolucioja T-sejtes
lymphomakban

3.4. a. Bevezetés

Hodgkin és Reed-Sternberg tipusu, egy €s tobbmagvu oridssejtek reaktiv és daganatos
korilmények kozott is eléfordulhatnak. Az elsd gyakorlatilag kizardlag mononucleosis
infectiosaban lehetséges, mig az utdbbira szamtalan példa van. Tumoros, HRS tipusu vagy
szerll sejtek 1étezhetnek anaplasids carcinomatol diffuz nagy B-sejtes lymphoméan (DLBCL),
T-sejt gazdag B-sejtes lymphoman (TCR-BCL), anaplasias nagy sejtes lymphoman (ALCL)
vagy periférias T-sejtes lymphoman (PTCL) keresztiil — nyilvanvaléan — klasszikus Hodgkin
lymphomaig (cHL) terjedd spektrumu daganatokban. Morfolédgiai differencial diagnosztikai
probléma kevéssé meriil fel, ha a HRS sejtek éretlen, agressziv tipusti lymphoma sejtek kozott
fordulnak eld, de akkor igen, ha a szorvanyos HRS sejtek egy kevertsejtes vagy monoton, de
mindenképpen differencidltnak tiind hattérben helyezkednek el.

A PTCL nem csak morfologiai, de immunfenotipusban is atfedést mutathat cHL-val,
mivel a PTCL-ben el6fordulhatnak CD30-CD15 és T-sejt marker pozitiv HRS tipusu sejtek
egy eosinophileket, lymphocytakat, histiocytakat és plasmasejteket felvonultatd kevertsejtes
hattérben (1). Ezt az entitast a kozelmultban CD30" és CD15" HRS-szerii sejteket tartalmazo
PTCL-ként k6z61ték, mely valdszinilileg legaldbb egy részét képezi — de lehet, hogy a 1étét is
megkérddjelezi — a nagyon ritka T-sejt eredetii cHL-ként leirt elvaltozasoknak (2, 3). A PTCL
¢s a cHL kozotti differenciadlast tovabb komplikalja az 1999-ben leirt, a cHL-t utanzo, PTCL
ritka variansaként kozolt 3 eset (4). Ezek a PTCL tipusti daganatok konstansan Epstein-Barr
virus (EBV)" és CD30", T-sejt marker negativ HRS tipusu sejteket tartalmaznak, melyek
CD15 és B-sejt marker expresszidja valtozo, pozitivak €és negativak is lehetnek. Ezen HRS
sejtek ’egy-sejt’ molekularis analizise B-sejtes genotipust, de a monoklonalitas hianyat talélta.
Az eredményeket Uigy interpretaltdk, hogy ez a komponense a PTCL-nek nem neoplastikus és
a PTCL asszocialt immunszuppresszid kovetkeztében EBV hatasara bekovetkezd reaktiv,
poliklonalis — oligoklonalis B-sejt propagacionak felel meg. A PTCL patomorfologiat
azonban nagyon komplexé teszi az EBV+ elszort, immunoblast jellegii sejtek vagy az EBV+
éretlen B-sejtekbdl felépiild homogén sejtlemezek jelenléte. Ezen koriilmények a PTCL vs T-
sejt gazdag B-sejtes lymphoma valamint a kompozit PTCL ¢és cHL illetve DLBCL
differencialasat illetve diagnosztikajat jelentdsen megnehezitik (5, 6, 7, 8, 9, 10).

Jelen tanulmanyban harom, szorvanyos, EBV" HRS sejteket tartalmazo PTCL esetét

irjuk le (betegtorténet: 1sd. 2.4.a.1.-3. pont). Egy esetben a HRS-szerii sejtek aktivalt B-sejt
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fenotipust és poliklonalis immunglobulin nehézlanz (IgH) génatrendezddést mutattak. A
masik kettd esetben, azonban, az izolalt HRS sejtekben monoklondlis IgH génatrendezddés és
a cHL HRS sejtjeivel megegyezd fenotipus volt bizonyithatd. Ennek alapjan azt a konkluziot
vontuk le, hogy a PTCL altal eldidézett immunszupresszioban EBV infekcio/reaktivacio
hatdsara atipusos, morfologiailag, geno- ¢és fenotipusban a cHL HRS sejtjeitol
megkiilonboztethetetlen Oriassejtek alakulhatnak ki.

Ezen rendkiviil egyedi konstellacid és a tisztazatlan patogenezis miatt archivalt 365
PTCL anyagat vizsgaltuk meg EBV pozitivitas és nem T-sejtes proliferatum szempontjabol.
Az utobbi gyakorisagat, a novekedési mintazata jellegét, a fenotipusat és az immunglobulin

nehézlanc gén (IgH) allapotat kivantuk megallapitani.

3.4.b. Eredmények

3.4.b.1. Patohisztologiai leletek Mindharom nyirokcsomoban az alapszerkezet

elmosott volt és a szoveti képet szabalytalan magvi, kis—kozépnagy sejtekbdl felépiild
infiltratum uralta. Gondos vizsgalat alapjan az infiltrdlo sejtek citologiai atipia jeleket
mutattak az 1.sz. esetben, mig az atipia sokkal nyilvanvalobb volt a masik két esetben. A
reaktiv cellularis hattér plasmasejtekbdl, epithelioid sejt irdnyll transzformaciét nem mutato
histiocytak kis csoportjaibdl, nagyszamu (1.sz. eset) vagy kevés (3.sz. eset) eosinophil sejtbol
valamint kifejezett, arborizaldé magas endotheli venula (HEV) haldozatbol allt. ‘Kiégett’,
atrophias centrum germinativumok egyik laesioban sem fordultak eld. Mindharom
elvaltozasban és az infiltratumok teljes teriiletén szorvanyos mono- ¢és multinuclearis
oridssejtek voltak megfigyelhetdk. Az 1. €és a 3.sz. esetben a nagy sejtek HRS sejtekre
emlékeztetd vesicularis magchromatinnal és inclusio-szerii, 6rids nucleolussal rendelkeztek,
mig a 2. sz. esetben a nagy sejtek inkdbb mononuclearis, nagyrészt immunblast illetve
centroblast jellegli sejteknek feleltek meg és az inclusio jellegli nucleolus csak kevéssé
jellemezte oket (3.4.1.a.-c. dbra). Megemlitendd, hogy az 1. sz. betegb6l a terapia
sikertelenség miatt vett masodik, majd harmadik nyirokcsom6 €s bdrbiopsia mindenben a
fenti szovettani leirdsnak megfeleld elvaltozast mutatott, de oridssejtek mar egyaltalan nem

fordultak el6 benne.
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3.4.1. dbra A harom PTCL-ban észlelt morfolégiai, immunhistologiai €s in situ hibridizacios
leletek. A kis — kdzepes nagysagu, atypusos sejtekbdl (nyilak), kevert gyulladasos sejtelembdl
és szorvanyos, nagyméreti HRS-szer(i sejtekb6l (nyilhegyek) felépiilé PTCL morphologiai
spektruma az 1. sz. (a), a 2. sz. (b) valamint a 3. sz. (c) betegben. A HRS—szerli sejtek egy
része a 2. sz. esetben inkdbb immunoblast—centroblast jellegli mononuclearis elemnek felet
meg. d-i az 1. sz. nyirokcsomot mutatja, az atypusos hattérsejtek homogénen pozitivak CD3
(d) és CD4 (e) markerekre, de ezekre a HRS-szer( sejtek negativak; nem csupan a HRS-szerii
sejtek pozitivak proliferacios markerrel, de a kis- kozépnagy hattér T-sejtek is magas
proliferacios frakciot mutatnak (f), a HRS-szerti sejtek CD45 negativak (g), CD30 (h) és
LMP-1 (i) pozitivak, a kis nagyitasu kép (h) szemlélteti a szoérvanyos CD30+ HRS-szerii
sejtek denzitasat. -m 3. sz. beteg, a HRS-szerli sejtek erés nuclearis pozitivitast mutatnak
OCT2 transzkripcios faktorra (j), de negativak BOB1/OBF.1 transzkripcios ko-aktivatorral (k)
valamint BCL-6 (I) és CD138 (m) markerekre (reaktiv B-sejtek, plasmasejtek pozitiv belsé
kontrolként szolgalnak mind a négy esetben);
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3.4.1. dbra A harom PTCL-ban észlelt morfologiai, immunhistologiai és in situ hibridizacios
leletek. /folytatas/

n-p 1. sz. eset, a HRS-szerl sejtek erds nuclearis jelolodése mellett néhany, szérvanyos kis
sejt (iires nyil) is pozitiv EBER in situ hibridizacioval (n), sem kappa (0) sem lambda (p)
konnylilanc mRNS expressio nem mutathatd ki a HRS-szerli sejtekben, de a reaktiv
plasmasejtek pozitivan jelolddnek. r pozitiv nagy ( fehér nyilhegy) és negativ kis (fehér
nyilak) magok a suspensioban elvégzett EBER-FISH reakcioval; s az EBER-FISH reakcidval
jelolt magok flow citometrias fluoreszcens eloszlas gorbéi, zold vonal: reaktiv nyirokcsomo,
piros vonal: 1.sz. beteg, R1: szortirozo ablak. h 200 x, a tobbi kép esetében 400 x, HE
hematoxylin-eosin, MG metilalt Giemsa, PAS, perjodsav-Schiff reakcio (11).

3.4.2. abra Az IgH gén FR
I  PCR  amplifikacios
termék gél elektroforézis
képe. Mw molekulastly
standard, C+ ¢és C- pozitiv
¢s negativ kontrol, 1, 2 és
3B az 1.sz., 2.sz. és a 3. sz.
beteg nyirokcsomobol flow
szortirozott, EBER+
oriassejtekbdél nyert DNS-
nek felel meg, 3A 3.sz.
beteg teljes szovet DNS
extraktum. A ‘kenet’ tipust
gélkép a 2. sz. beteg EBER+
oridssejtjeinek polyclonalis jellegére utal, mig ezen tipust sejtek az 1. sz. és a 3. sz. beteg
esetében monoclonalis IgH génatrendez6dést mutatnak. A 3. sz. beteg esetében a teljes
szoveti DNS-bdl valamint az EBER+ o6ridssejtekbdl izolalt DNS-bol megegyezd molsulyt
amplifikatum volt nyerhet6 (11).
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3.4.b.2. Immunhisztologiai leletek A diffuzan infiltralo, kis — kdzépnagy, atipusos

sejtekbdl felépiild infiltratum mindharom esetben kozepes — magas proliferacidos ratat
mutatott, negativ volt a vizsgalt B-sejt markerekkel, mig legalabb harom T-sejt markerrel
pozitivnak bizonyult, ezen beliil az 1. sz. eset homogén helper fenotipust, mig a masik kettd
cytotoxikus jelleget mutatott (3.4.1.d.-f dbra). A diffaz infiltratum immunfenotipusat
Osszefoglaloan a 3.4.1. tablazat mutatja.

3.4.1. tdblazat A tomeges, kis — kozépnagy sejtes tumor immunhistologiai fenotipusa a harom
nyirokcsomoban (11).

Betegek CD3 | CD4 | CD5 | CD8 | Granzyme-B | TIA-1 | CD45 | CD45R0O | CD20 | CD79a
#1 + + + - - + + - -
#2 + n.a n.a + n.a + + +
#3 + - + + + - + +

n.a: nincs adat

Ezek a leletek a citologiai atipia valamint a reaktiv komponens egyéb morfologiai
jellegzetességei miatt a tovabbiakban nem szubtipizalhatd6 PTCL-NOS (PTCL - nem
osztalyozhato) fennélltara utaltak mindhdrom esetben. A hdrom nyirokcsomdban eléforduld

HRS-szer(i sejtek immunfenotipus leleteit a 3.4.2. tabldzat foglalja 6ssze.

3.4.2. tablazat A HRS-szer(i sejtek immunhistologiai fenotipusa a harom PTCL-ben (11).

T/B-sejt ALK- Bcl-

PTCL CD15 | CD30 | CD45 LMP-1 | EBNA-2 OCT2 | OBF.1/BOB.1 CD138
markerek 1 6
#1 -/- - + - - + - n.a. n.a. n.a. n.a.
#2 -1+ - + + - + -+ n.a. n.a. n.a. n.a.
#3 -/ -+ -+ + - - + - + -

n.a.: nincs adat

Az 1. és a 3. szdmu tumorban a HRS-szerll sejtek kovetkezetesen negativak voltak az dsszes
vizsgalt T-sejt markerre valamint ALK-1, EBNA-2 ¢és CD45 markerekre, de ugyancsak
konzekvensen pozitivnak bizonyultak CD30-ra és EBV asszocialt LMP-1-re (3.4.1.9.-i. dbra).
Tovabba, részleges pozitivitds volt megfigyelhetd a 3. esetben CD20/CD79a B-sejtes
valamint CD15 markerekre. A B-sejt specifikus transzkripciés faktor, OCT2 és ko-aktivator,
OBF.1/BOB.1 valamint a BCL-6 és a CD138 expresszio csak a 3. esetben volt vizsgalhato.
Mindegyik HRS-szerii sejt pozitiv volt OCT2-re és negativnak bizonyult OBF.1/BOB.1,
CD138 ¢és BCL-6 markerekre (az utobbival a nagy sejtek kb 5%-a gyenge nuclearis pozitivits

mutatott) (3.4.1.j.-m. dbra). A HRS-szeri sejtek a 2. esetben eltérd fenotipussal rendelkeztek:

bar negativak volt T-sejtes markerekre, ALK-1-re, CD15-re, de pozitivnak bizonyultak B-
sejtes valamint CD30, CD45, LMP-1 és - szorvanyosan — EBNA-2 markerekre.
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3.4.b.3. Molekularis leletek A teljes paraffinos szovet extraktumbol elvégzett antigén
receptor génatrendez0dés vizsgalatok mindhdrom tumor esetén sikeresen elvégezhetdek
voltak. A T-sejt receptor gamma (TCRy) génatrendez6dés mindharom esetben
monoklonalisnak bizonyult, megerdsitvén a morfoldgiai-immunhistologiai alapon felallitott
PTCL diagnozist. Az IgH génatrend6zés vizsgalat teljes szoveti DNS extraktumban
poliklonalitast mutatott az 1. és a 2. szamu tumorokban, de monoklonalitas volt kimutathat6 a
3. sz. esetben. Mindhdrom esetben el tudtuk végezni az EBV asszocialt EBER FISH reakciot
a paraffinos blokkokbol extrahalt magokon. A flow citometrias vizsgalat soran a fluoreszcens
intenzitas alapjan elkiilonithetd EBER™ valamint EBER™ magokat reprezentalé fuoreszcens
eloszlas gorbék atfedd részeinek analizise az EBER” frakci atlagosan 82 %-0s tisztasagat
mutatta (3.4.1.r.-s. dbra). A flow szortirozott, EBER" magokbél extrahdlt DNS-en elvégzett
IgH génatrendezddés PCR teszt poliklonalitdst mutatott a 2. sz. esetben, de monoklonalitas
volt igazolhato az 1. és 3. szaml esetekben (3.4.2. dbra). A szubklonozott PCR termék
tobbszords izolatumainak szekvencia vizsgalata ezt az eredményt mindkét esetben
megerdsitette. Az EBER” szortirozott magokbol valamint a teljes szovetbdl extrahalt DNS-bsl
amplifikalt és klonalis V gén régidé moélsuly valamint szekvencia alapjan is identikus volt a 3.
szamu esetben. A monoklonalis IgH génatrendezédést mutatd, kettd EBER™ nuclearis
preparatumbol izolalt DNS koziil a 3. szdmu esetben sikeres volt az egész variabilis régio
amplifikalasa. Az igy nyert FRI-CDRI-FRII-CDRII-FRIII szekvencia stop kodont, deléciot,
inszerciot és duplikaciot nem tartalmazott, tehat funkcionalisnak bizonyult és az IgHV4-
59*01 germline génnel volt azonosithato. A teljes szekvencia 96.2%-o0s, mig a CDRI + CDRII
régiok 93.3%-os identitast mutattak a germline génnel. Ez a lelet — 98%-o0s hatarértéket
figyelembe véve — arra utal, hogy a gén (és a gazdasejt) szomatikus hipermutacion ment
keresztiil. Az R/S érték az FR régiokban 2.0 volt. Az amplifikalt termék 20 szubklonjanak
szekvencia vizsgalata intraklonalis diversitast, azaz ’ongoing’ szomatikus hipermutacidt nem
mutatott.
Az in situ hibridizacié a morfologiailag azonosithatdo HRS sejtekben massziv intranuclearis
EBER pozitivitast mutatott, emellett — azonban — szorvanyosan kis, reaktiv sejteknek tiind
elemek is pozitivak voltak (3.4.1.n. abra). Az 1. és 3. szamu esetben — a HRS sejtek
fenotipusa valamint a klonalis IgH génatrendezddése miatt — vizsgaltuk az Ig konnyiilanc
gének expressziojat ISH-val (a HRS sejtekben — aspecifikus phagocytosis miatt — gyakran
lehet immunhisztolégiaval konnylilancokat kimutatni). A két esetben a HRS sejtek egyikében
sem lehetett sem kappa, sem lambda konnyltlanc mRNS-t kimutatni, mig a hattér reaktiv

plasmasejtjei pozitivitast és poliklonalis reakciot mutattak (3.4.1.0.-p. dbra). A teljes szovet
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extraktumbol, az EBER" szortirozott magokbol izolalt DNS-bSl nyert molekularis leleteket

valamint az ISH eredményeit a 3.4.3. tablazat foglalja 6ssze.

3.4.3. tablazat A harom, szorvanyos HRS sejteket tartalmazé PTCL-ben nyert molekularis
(PCR ¢és ISH) leletek 6sszefoglalasa (11).

EBER kappa- | lambda-
Betegek TCRy IgH _ISH MRNS- | mMRNS-
ISH ISH
Teljes szovet extraktum EB’ER+pozitiV Orias sejtek paraffinos
szortirozott magok metszetben
#1 monoklondlis polyklonélis monoklonalis + - -
#2 monoklonalis polyklonalis polyklonalis + n.a. n.a.
#3 monoklonalis | monoklonalis monoklonalis + - -

n.a.: nincs adat

Az archivalt nagyszamu PTCL pusztan morfoldgiai (immunhisztologia és ISH nélkiili)
vizsgalata alapjan azonosithato volt 2 csoport. Egyikben a PTCL sejtek nyilvanvalo citologiai
polimorfizmusa miatt a HRS tipusu sejtek alig voltak megkiilonboztethetéek a PTCL
tumorsejtektél, a masik csoportban a PTCL mérsékelt atipidja és relativ kissejtes jellege
alapjan a folyamat cHL-ra emlékeztetett (3.4.3.a-b.abra). A 300, EBV+ ¢éretlen B-sejt
populacidra vizsgalt PTCL-b6l 12-ben észleltiink EBV+ B-sejt proliferatumot. A ndvekedési
mintazat, a citologia és a fenotipus alapjan az EBV+ nagy sejtek a 12 esetben 3 csoportba
voltak sorolhatbak (3.4.4. tablazat). 1. Az els6 csoportban (3 eset) az éretlen, mononuklearis,
centro- és immunoblaszt karakteri, CD20+, CD30+, CD45+, LMPI+ fenotipusu és
poliklonalis IgH génatrendezédést (IgH-R) mutatd sejtek elszortan keveredtek el a PTCL
tumorsejtekkel (3.4.3.b-d. dbra). ii. A 2. csoportot 1 eset képviselte. Ebben a mononuklearis,
éretlen, a PTCL tumortél nagyrészt demarkalédo, CD20+, CD30+, CD45+, LMPI1+.
EBNA2+ fenotipust, monoklonalis IgH-R-t nem mutat6 sejtek homogén lemezei DLBCL-t
utanoztak (3.4.3.e-h. dbra). iii. A 3. csoportba 8 eset tartozott. Itt elszort, HRS morfologiaja,
CD15+/-, CD20-/+, CD30+, CD45-, LMP1+, EBNA2- fenotipusu, teljes szovet extraktumbol
50 %-ban monoklonalis sejtek jelenléte volt jellemzo. Az IgH asszocialt transzkripcios faktor
(OCT2, BOB.1/OBF.1, PU.1) expresszio alapjan ezen sejtek megfeleltek cHL HRS sejtjeinek
(3.4.3.1-0. dbra).
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3.4.3. dbra. A HRS tipust sejtek (nyilak) a kis / kozepes méretu, széles, vilagos citoplazmaval
bird, atipia jeleket mutato homogén T-sejtes proliferatumban (400x, N° 10). b-d A nagy,
centroblast és immunoblast tipusu sejtek nehezen kiilonithetdek el az aggressziv citologiat
mutatd hattér T-sejtes lymphoma sejtektdl, de a CD20 marker (C) egyértelmiien mutatja, hogy
ezen elszort elemek B-sejtek, a CD3+, kozepes méretli, atipusos PTCL tumorsejtek
lemezeiben (d), (400x, N° 2). e-h A centroblast és immunoblast morfoldgiaju (g), OCT-2
magpozitivitast ado (h), a mérsékelt atipiat mutatd (f), CD3+ T-sejtes lymphomatdl élesen
elhatarolod6, DLBCL tipust, CD20+ B-sejt proliferatum (20x — 200x — 400x — 200x, N° 4);
i-0 A kozepesen nagy, egyértelml atipia jeleket mutaté, CD3+ T-sejtes lymphomaban
elszortan elhelyezkedé cHL tipust HRS sejtek (nyilak). A nagy HRS tipusu sejtek CD3-,
CD15+, CD30+, CD45- (nyil), PU.1- (nyilak), LMP-1+ fenotipust mutatnak (k and I: 200x,
tobbi: 400x, N° 9) (12).
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3.4
3.4.4. Téblazat T-sejtes lymphomaban észlelhetd, harom csoportba sorolhatd nagy B-sejtes proliferatum (LBC) feno- és genotipus
jellegzetességei (12).
Beteg o LBC immunfenotipus Molekularis lelet EBV statusz
. N° PTCLS LBC morfologia Oct-
= tipus cD15 cb20 CD30 CD45 Bob-1 2 PU.1 TCR-y IGH | EBER LMP-1 EBNA-2
S| 1 PTCL-NOS®|  aktivalt B-sejt + + + na' na na M® p* + + I+
O 1 2. |PTCL-NOS| aktivalt B-sejt o+ o+ o+ 4 M P ¥ ¥
3. | PTCL-NOS aktivalt B-sejt ns. + - + na. na na M n.a. + + n.a.
o
S | 4 |PTCL-NOS| akiivlt B-seit £+ 4+ + na M Pl o+ | o« .
?
O
5. [PTCL-NOS HRS + - na na na P + +
6. |PTCL-NOS HRS + - - +  na M + +
7. [PTCL-NOS HRS + + - - - + u.a’ M + +
ogo 8. |PTCL-NOS HRS o+ - -+ o+ M ¥ +
§ 9. |pTCL-NOS HRS o+ o oo P | + | +
10. | PTCL-NOS HRS + + - - - - u.a. M + +
11. AlL HRS + + + - +/- - u.a. P + +
12. | PTCL-NOS HRS + + - + + - M P + +
" nincs adat 5 Perférias T-sejtes lymphoma
2 sikertelen amplifikaciod 6 nem osztalyozhato (not otherwise specified)
% monoklonalis
* poliklonalis
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A 300 PTCL-en kiviili 65 PTCL--ben, melyekben CD30 és EBER ko-expressziot
mutat6 nagy sejtek nem fordultak eld, vizsgaltuk az EBER+, CD30-, LMP1-, EBNAZ2- tipusu,
morfoldgiailag kis, nyugvé lymphocyta karakterti sejtek jelenlétét és az adatokat 20 reaktiv
nyirokcsomo ugyanilyen adataival hasonlitottuk dssze. A 65 PTCL-bdl 15-ben (23 %), a 20
kontrol nyirokszovetben 11-ben talaltunk ilyen sejtpopulaciot. Azonban az elébbiekben
magasan szignifikansan nagyobb denzitast (75.9 (1-300) / 100 HPF vs 1.5 (1-2) / 100 HPF
mutattak ezen EBV+, nyugvo B-sejtek.

3.4.c. Diszkusszio

A feltlind citologiai sajatossagokkal bird — bar ritka — Hodgkin és Reed-Sternberg
A HRS sejtek karakterisztikusak, de nem pathognomikusak cHL-ra, mivel HRS vagy HRS
szerli sejtek eléfordulhatnak reaktiv allapotban, mint pl. mononucleosis infectiosa valamint
tobbféle daganatban. Ha a szérvanyos HRS sejtek hatterében talalhaté cellularis infiltratum
atipiaja nem nyilvanvald, de arra mégis gyanus, komoly nehézségek adodnak a diagnoézis
felallitasdban. Ebbdl a szempontbdl a granulomatosus, de egyébként tipusos €és poliklonalis
hattérrel bir6 TCR-BCL valamint a gyakran csak moderalt vagy alig észreveheto atipia jeleket
mutaté PTCL maradnak a cHL differencial diagnosztikajanak elsé vonalaban (1, 13).

Jelen tanulmanyban egyrészt 3 nyirokcsomo elvaltozast irtunk le, melyekben elmosott
alapszerkezet mellett T-sejt dus, proliferaldo HEV strukturdkat, vegyes gyulladasos
sejtelemeket felvonultatd, de nyilvanvaldo granulomatosus — epithelioid sejtes jelleget,
hyalinos — atrophias tiiszoket, expandalt follicularis dendritikus sejthalézatot nem mutato
hattérben szérvanyos HRS ill. HRS-szeri sejtek fordultak el6. A morfologia emiatt tehat
nagyfokban emlékeztetett cHL-ra. Bér a citologiai atipia az 1. szaml esetben kevéssé volt
jellemz6 (melyet az eredeti — téves — cHL diagnosis is megerdsit), alapos vizsgalattal az
felismerhetd volt, mig a masik két esetben ez sokkal nyilvanvalobb morfoldgiai jellegként allt
fent. Ezen ‘hattér’ populacié neoplasticus jellegét mindharom esetben alatdmasztotta tovabba
a homogén helper ill. citotoxikus fenotipus, a fokozott — magas proliferacios rata — amely
cHL-ban illetve TCR-BCL-ban a HRS ill. a HRS-szeri sejtekre korlatozodik —, valamint a
teljes szoveti DNS extraktumbol igazolt monoklonalis TCRy génatrendezédés. Igy a “hattér’
infiltratum alapjan a cHL és a TCR-BCL kizarhato volt és periférias T-sejtes lymphoma
(PTCL) diagnozis keriilt felallitasra.
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A PTCL morfologiai atfedést mutathat cHL-val, sét egyes — CD15" és CD30" HRS
sejteket tartalmazé PTCL-nek vagy CD15" és CD30" PTCL-nek nevezett — variansaiban ez az
immunfenotipusra is Kiterjed (1, 14). Ezek a PTCL-ban leirt HRS-szert sejtek azonban EBV-
re negativak, de legalabb egy T-sejt markerre pozitivak voltak vagy aberrans T-fenotipust
mutattak. Az eseteinkben bemutatott HRS sejtek konstansan EBV pozitivak és mind a hat T-
sejt markerre negativak voltak, tovabba vagy aktivalt B-sejt (CD15°, CD20*, CD30", CD45;
2. sz. eset) vagy cHL-HRS sejt (CD15"*, CD20™"*, CD30", CD45; 1. és 3. szam esetek)
fenotipust mutattak. Az izolalt EBER" HRS-szerii sejtek magjaibol nyert DNS-en sikeresen
elvégzett IgH gén amplifikacid bizonyitotta, hogy a PTCL tipusu 3 elvaltozasban eléfordulod
HRS-szerli sejtek valojaban B-sejt eredetli, EBV-vel fert6zott sejtelemek. Ezen leletek
egyiittesen kizarjak azt, hogy eseteink a ritka, CD15"/ CD30" PTCL variansnak vagy a még
ritkabb — ha egyaltalan 1étez6 — T-sejt eredetit cHL-nak feleljenek meg (2, 3).

Az EBER", kis aranyban EBER™ HRS-sejt szerii — a cHL jellegzetes cellularis hatterét
nélkiilozo — sejtelemek megjelenése indolens B-sejtes nHML-akban ritka, de jol dokumentalt
jelenség (15, 16). Ennek klinikai jelentdsége ellentmondéasos, mivel patomorfologiailag
nyilvanval6 cHL-ba torténd transzformacidét valamint valtozatlan morfologidt — egymas
mellett 5 éves kovetés soran fennallo B-sejtes nHML és EBER" HRS-szerti sejtek — egyarant
leirtak. Figyelemre méltd, hogy csak azon CD15"", CD30%, CD20"*, EBER" szérvanyos
sejtpopulaciobdl fejlodott ki klinikopathologiailag tipusos cHL, melyek CD45-tel negativak
voltak (ez cHL-ban a HRS sejtek egyik legkdvetkezetesebb fenotipus jellegzetessége). EBV
negativ B-sejtes nHML progresszidjat EBER® HRS-szerii sejtekbdl allo, lymphocyta
deplécios cHL-t utanz6 DLBCL-ba ugyancsak leirtak (17). A HRS-szer(i sejtek monoklonalis
jellegét valamint a pre-/ ko-exisztald indolens B-sejtes lymphomaval fennalld klonalis
identitasat 3 B-sejtes chronicus lymphocytas leukaemiabol (CLL) kettében demonstraltadk
(18). Ezt az eredményt egy masik tanulmany csak egy CLL és a benne kialakult EBER™ HRS
mutalt és nem identikus IgH-V génekkel rendelkeztek szemben a CLL-es nem mutalt
klonokkal (19).

Ismereteink szerint csak egy olyan publikacid latott napvildgot, amely ‘egy-sejt’
vizsgalatok alapjan 3, szorvanyos HRS-szerii, B-sejt feno- és genotipust mutatd, EBV"
sejteket tartalmazd PTCL-r6l szamolt be (4). A vizsgalatok poliklonalis — oligoklonalis IgH
génatrendezddést mutattak ezen HRS-szerli sejtekben. Egyik esetben sem észleltek tipusos

cHL iranyu klinikopathologiai progressziot. A szerzok konkluzidja szerint a PTCL okozta
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immunszuppresszié az EBV' nyugvé B-sejt kompartment poliklonalis expanziojat és a valodi
HRS sejt tipusu morfologia és fenotipus (de nem genotipus) kialakulasat eredményezheti. Egy
esetben — azonban — egy késoébbi biopsia kimutatta a CD20*, CD30", EBER", CD15", LMP-1’
nagy, blast tipust sejtek CD20*, CD30", EBER", CD15", LMP-1", poliklonalis HRS-szerti sejt
iranyQ progressziojat. Az altalunk leirt esetekben lényegében ugyanezt a morfoldgiat és
immunfenotipust észleltiik — azzal a kiilonbséggel, hogy két esetiinkben a HRS-szeri sejtek
CD45 ¢s EBNA-2 negativitasat is megfigyeltiik -, ezért a kordbbi konkluziot részlegesen
megerdsithettiik. Azonban, azon két esetben, ahol az egyébként cHL fenotipusu, EBER"
izolalt HRS-szeri sejtekben monoklonalis IgH génatrendezddés is kimutathatd volt, azt
bizonyitjuk — az irodalomban els¢ alkalommal, — hogy PTCL-ban a B-sejtes cHL valédi HRS
sejtjeitdl feno- és genotipusaban megkiilonboztethetetlen HRS tipusu sejtek alakulhatnak ki.
A szomatikusan hipermutalt IgH-V gén, az ‘ongoing’ mutdci6 hidnya, a centrum
germinativum centroblastokkal 1ényegében megegyezd R/S érték az FR régidoban (1.9 vs 2.0)
egyarant a valodi HRS sejt genotipust tdmogatjak (20). A nem funkcionalis IgH-V gén hiany
ennek nem mond ellent, mivel az csak 25%-ban fordul el cHL-ban (21). Tovabba, a két
esetlinkben észlelt monoklonalis HRS-szer(i sejtekben a konnylilanc mRNS hidnya megfelel a
CcHL-ban leirt jelenségnek, nevezetesen az egyébként funkcionalis Ig gén transzkripcios
gatlasdnak valamint az ennek okaként észlelt B-sejt specifikus Ig gén konzervalt oktamér
régid asszocialt transzkripcids factor és ko-aktivator, OCT2 illetve OBF.1/BOB.1
expresszioja csokkenésének illetve hidnyéanak (21, 22, 23, 24). Két esetiinkben csak az utobbi
teljes hianyat tudtuk kimutatni, melynek fontossaga —azonban — meghaladja az OCT2-ét és
Ezen sejtek BCL-6, de ugyancsak CD138 negativitasa nem mond ellent cHL fenotipusnak,
mivel a cHL HRS sejtek BCL-6 negativak és az ugyancsak a cHL-hoz tartozé nodularis
lymphocyta gazdag cHL (nLRcHL) daganatsejtjeiben csak részleges (43%-0S) pozitivitas volt
kimutathaté CD138 markerrel (26, 27). Szorvanyos HRS-szerii, CD15°, CD20*, CD30",
CD45, EBER', LMP1*, EBNA2 cHL fenotipusu atipusos nagy sejteket mar leirtak
angioimmunoblastos T-sejtes lymphomaban, de abban a tanulmanyban ‘egy-sejt’ molekularis
analizis valamint az immunglobulinok tovabba ezek transzkripcids faktorainak vizsgalata nem
tortént meg (28). Az EBV" nagysejtes populacio a két PTCL esetiinkben II-es tipust latencia
expresszios profilt mutatott, mely megfelelhetne egy EBV™ agressziv B-sejtes lymphoma,
mint pl. AIDS-asszocialt vagy poszt-transzplant lymphoproliferativ betegség, korai fazisanak
is, de az Ig expresszid ¢€s legalabb az egyik Ig gén asszocialt transzkripcios faktor hidnya

patognomikus B-sejt eredetii cHL HRS sejtjeire (29). A két esetben leirt HRS-szerti sejtjeink
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az egészséges egyének nyirokcsomoiban alacsony aranyban (1 —50/10° lymphocyta)
jelenlevé, EBER", CD30", LMP1" meméria B-sejtekbdl szarmazhatnak — melyek aranyanak
novekedése PTCL-ben dokumentalt (30, 31) —, a PTCL altal eléidézett immunszuppresszio
miatt kialakulé latencia gén expresszios profil valtozasa nyoman (32, 33, 34, 35). Valdban,
sajat vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy PTCL-ban a kis, nyugvé EBV+ B-sejtek kb 50x
magasabb aranyban fordulnak eld, mint nem immunszupresszaltak reaktiv nyirokcsomaiban,
mely megerdsiti masok adatait (5, 12, 30; 36). A jelenség rokon vonasokat mutat az iddskori
immunszupresszioban kialakulé EBV+ lymphoproliferaciok egyes formaival (37). Klonalis
kapcsolat CD30", EBER" HRS sejtek valamint a kis EBER", CD30" B-sejtek kozott cHL-ban
mar leirasra keriilt (38). Tovabba, cHL-ban a dominans HRS klén mellett egy minor, CD30",
EBV", monoklonélis, a f6 tumor klénnal nem identikus HRS populacié is felismerésre keriilt,
mely az EBV" sejtek folyamatos expanzidjara utalhat a cHL mikrokornyezetében is (27).

Bér a mindhdrom esetben bekovetkezd gyors halal miatt kdvetési adatok nem allnak
rendelkezésre, azt feltételezziik, hogy a harombol 2 esetiinkben egy masodik daganat, B-sejt
eredeti cHL kialakulasanak korai fazisat irtuk le. Mivel a cHL-ra jellemz6 aspecifikus,
reaktiv celluldris hattér a HRS sejtek altal termelt nagyszamu citokin hataséara iddvel alakul ki,
megkozelités kérdése, hogy ezt a prekurzor 1éziot hogyan nevezziik, akar az in situ cHL
elnevezés is megfontolhatd. Ezen jelenség mar a jelenleg érvényes WHO lymphoma
klasszifikacioban is rogzitésre keriilt (39). Barmi is a helyes elnevezés, az itt leirt PTCL-ben
kialakulé cHL tumorsejt feno-és genotipus megeldz6 allapota lehet EBV” cHL és PTCL ritka
kompozit lymphoma eseteinek (40, 41). Hangstlyozandé azonban, hogy a bemutatott
analizis nélkiil nem lehetséges, mivel PTCL-ben a HRS-szerli és EBER", CD30", LMP1",
EBNA2’, CD45- fenotipusi sejtek egyarant megfelelhetnek oligoklonalis (4) illetve
monoklonalis transzformalt B-sejteknek is.

Kiterjesztett, retrospektiv vizsgalataink soran 300 PTCL-ben 12, EVB+ B-
lymphoproliferatumot tartalmazo esetet észleltiink. A citologiai sajatsdgok valamint a
novekedési mintazat alapjan alkotott 3 csoport koziil az also kettében olyan nagy B-sejtes
(LBC) proliferacié volt azonosithatd, amely a fentiekben hivatkozott publikadciokban mar
leirasra keriilt és megfelelt aktivalt B-sejt morfologianak és fenotipusnak. A 3. csoportban
azonban HRS sejt morfologiaju és CD15+/-, CD20-/+, CD30+, CD45-, TF- expresszios
mintazatot valamint 90 %-ban IgH-R+/- B-genotipust mutato sejtpropagacio volt jelen (42;

43). Ez a fenotipus — CD45, TF és EBNA2 negativitas és CD30, LMP1 pozitivitas a
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legfontosabb karakterek — ebben a szoveti kontextusban még nem Kkeriilt leirasra (2010-iQ)
ismereteink szerint.

Osszeségében morfologiai, fenotipus megfigyeléseink - az IgH FRI — CDRIII régiora
vonatkozo molekularis vizsgalatainkkal egyiitt arra utalnak, hogy PTCL-ban a cHL HRS
sejtjeitdl morfoldgiailag, feno- €s genotipusdban megkiilonboztethetetlen sejtek fejlodhetnek
ki. Ez a jelenség az immunszupresszio indukalta B-sejtes klonalis evolucid in vivo pathologiai

modeljét reprezentalja.
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3.5. Citogenetikai aberraciok automatizalt vizsgalata interfazis magokban

Az interfazis fluoreszcens in situ hibridizacié (iFISH) hatékonyan képes kiilonbozo
DNS szakaszok nem 0sz16 sejtekben torténd vizualizalasara. Az iFISH szigndlok manuélis
kiértékelése munka- és idéigényes, tévedési lehetoséggel terhelt szubjektiv interpretacid. A
szignal mintazatok automatizalt kiértékelése lehetdséget nyljt ezen problémak feloldasara. Az
els0 automatizalt iFISH analizisre tett kisérlet 6ta, az elmult 25 évben sokféle applikéciot
vezettek be az onkologia, a prenatalis valamint a fertilitdsi vizsgalatok teriiletén. Az
alabbiakban 0Osszefoglalasra keriil az automatizalt iFISH analizis modszertana, réviden a
torténete, a klinikai applikacioi valamint az eldnyei és az ezzel kapcsolatos kihivasok. A
munka azon paraméter panel javaslatra is hivatkozik, mely az 0j alkalmazasok bevezetéséhez

¢s standardizacidjahoz valamint korabbi technologidk reprodukalasahoz sziikséges.

3.5.1. Manualis iFISH kiértékelés.

Rutin diagnosztikaban az iFISH mintakat altaldban 2D mikroszkopban, manualisan
értékelik ki. Az ECA (European Cytogeneticists Association) valamint az ACMG (American
College of Medical Genetics) Clinical Laboratory Improvement Amendments konszenzus
allaspontja szerint az ilyen mintdkat két fiiggetlen vizsgdlonak kell értékelni, szignifikans
eredmény kiilonbség esetén harmadik személyt kell alkalmazni (1, 2). A minimadlisan
kiértékelendd sejtszamra tett ECA ajanlas az applikacio fliggvényében valtozik, prenatalis
aneuploiditas vizsgalatnal ez 30 sejt, mozaicizmus vizsgalatnal viszont 100 sejt. Az europai
diagnosztikus standardok szerint hematologiai / onkologiai applikidciokndl ez a szadm
ugyancsak 100 (1, 3). Az ACMG ajanlas 6roklott vagy szerzett aberracié esetén 50 mag, de
mozaicizmus illetve barmilyen abnormalis klon esetén a vizsgalando sejtszdmot a binomialis
eloszlas alapjan kell meghatarozni (4, 5). Minimalis residudlis tumor (MRD), keringd
tumorsejt vagy mikrokimérizmus analizisnél a vizsgalando sejtszamok lényegesen tovabb
emelenddk, mely a vizsgalatok iddigényét is jelentdsen noveli (6-8). Leszogezendd, hogy a
FISH probak minden esetben fals pozitivitdst (FP) is adnak, mely a pozitiv esemény
detektalhatosagi  szintjét (cut-off” érték) befolyadsolja, ezért minden applikacional
meghatarozand6. Miutan a FP nem mutat normadl eloszlast, a binomidlis distriblcio
alkalmazando6 (2, 3, 9, 10, 11). Amplifikacid / kromoszoma nyerés esetén ez az érték altalaban
alacsonyabb, mint deléciondl / kromoszoma vesztésnél. Komoly problémat jelent a
kiegyensulyozott transzlokéci6 esetén a kétszinii jelek random kolokalizacioja fuzids, elvalo

("break-apart’), de dupla fizios és extraszignalos probak esetén is (12). Altalanos szabaly
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azonban, hogy minél komplexebb a szigndl mintazat, annal alacsonyabb a FP, de annal

magasabb a fals negativitas (FN).

A nagyobb vizsgalandd minta méret (sejtszam) mellett a manualis kiértékeléssel
kapcsolatos tovabbi nehézségek a kovetkezoek: (i.) A minta pozitivitast a magas illetve
alacsony pozitivitas régiokban a vizsgald szubjektive feliil- vagy alulértékeli (13), (ii.) a
vizsgalok kozotti (interobszerver) illetve laboratoriumok kozotti variabilitds miatt az

hianya dnmagaban jelentOs variabilitast okozhat (15, 16).

3.5.2. Automatizalt (gépi) iIFISH kiértékelés.

3.5.2.1. Az automatizacio hardver és szoftver igénye

Legnagyobbrészt az irodalom alapjan fluoreszcens mikroszkdpot vagy szkennert
hasznalnak, a dragabb, specialis technologidt képviseld konfokalis 1ézer szkanning
mikroszkopia vagy lézer szkenning citometria felhasznalasa ritka (17-19). Minimum
kovetelmény a kovetkezd: megbizhatod fényforras, megfeleld filter szettek, szignal detektor,
motorizalt targyasztal és egy korreldltan citometriai paramétereket detektald valamint szignal
mintazatot kiértékelni képes szoftverrel felszerelt szamitogép.

Draga lézer fényforras nem, viszont homogén megvilagitas sziikséges az iFISH jelek
detektalasdhoz. Ha higanygdz vagy xenon lampa fénye {livegszal optikan keresztiil keriil a
targyra, az kellden erds, hossza élettartamu fényforrast €s homogén megvilagitast jelent, bar
az ujabb fejlesztésit LED lampak is kivaloak (20, 21, 22, 23). A megfeleld objektiv
alkalmazasa feladat specifikus kompromisszumot jelent a nagyitas, a feloldas (NA), a
mélységélesség (DOF) és a sebesség kozott. A mag (DAPI) objektum valamint iFISH jelek
detektalasara elég 20x objektiv is, de szigndl mintdzat analizisére, szignalok térbeli
elhelyezkedésének méréséhez 60x, 63x, 100x objektiv valik sziikségessé (17, 24-39). Hasznos
alternativa, ha a DAPI objektum szelekcidjahoz 5 — 20x objektivet, mig az iFISH szignal
detektalasdhoz 40 — 100x objektivet hasznalunk (40-48). Az excitacids filter spektrumanak
sz¢élességét az optimalis szignal — zaj arany hatdrozza meg. A szines kamerak egyszerre tobb
fluorokrom fényét tudjak detektalni, a filtervaltas hidnya 1d6t takarit meg. Tobb, mint 2 vagy
vagy fotomultiplier cs6, egyszeres ’band-pass’ filter és motorizalt filter revorver nagyon
ajanlatos, ’zero-pixel shift’ filter szet vagy szofisztikalt szotver alkalmazasa mellett (49-50).
Korabbi paraméterek alapjan torténd objektum relokalizacidhoz komputer asszisztalt,

mikrométeres pontossaggal mozgatott motorizalt targyasztal sziikséges. A kdzponti szoftver
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iranyitja a targyasztal mozgasat, a filtervaltast és az expozicios id6t valamint eltarolja a
processzalt galéria képeket. Az egy-sejt szintli korrelalt adatgyiijtés miatt ezen galéria képek
késobb tetszéleges csoportositasban, akar tobblépcsosen is barmilyen detektalt paraméterre
illetve ezek kombinéciodira vizsgalhatdak.

3.5.2.2. A szoftver detektdlasi képességének ’kifejlesztése’ ('training’)

A rutinszerlien végrehajtott applikdciok az automatizalt rendszer teljesitményének
interaktiv optimalasaval kezdédnek. Ennek 1ényege, hogy a legoptimalisabbnak gondolt kép
detektalasi és feldolgozasi paraméterek alapjan nyert DAPI objektumokat valamint iFISH
szignalokat a vizsgaldé manualisan ellendrzi és azok helyességét, valddisagat megallapitja. A
érhetjiik el a legjobb gépi bedllitast, azaz az automatizalt rendszer célfeladatra szabott
legoptiméalisabb miikddését. A referencia, tehat, a komputer ’tanitdsa - training’ folyamén a
human eréforras vizudlis percepcidja.
3.5.2.3. Az automatizalt vizsgadlatok sorrendje.

A 16 lépések a kovetkezok: (i.) mag (DAPI objektum) szelektalas, (ii.) szignal
detektalas, (iii.) szignal mintazat kiértékelés. El0szor manualisan meghatarozzuk a
vizsgalando teriiletet (region of interest, ROI). Ennek autofokusz térképe ugy késziil, hogy a
ROl-ra helyezett virtualis (digitalis) halé minden egyes metszéspontjaban a Z koordinatakat
¢s a fokuszsikot megallapitja, majd az utobbit a latotér ( field of view — FOV) centralis
pontjara extrapolalja a rendszer. A legjobb képfelvétel és analizis érdekében az egyes FOV
mez6kon finom fokuszalas is torténik (26). A hattér és szignal csatornakban felvett képeket
célszerl kiilonbozod kép processzalasi algoritmusokkal javitani.

(i.) A hattér magfestés (DAPI) és kiilonbozé morfologiai paraméterek alapjan torténd
elsédleges szegmentalas soran a sejttormelék, a nem specifikus DAPI festett objektumok
kizarasra keriilnek. A sejtaggregatumok feldolgozdsa vita targya; vannak akik egyéni
sejtmagokat igyekeznek benniik azonositani szoftveresen (19, 30, 31, 33, 51), masok az
aggregatumokat egészében kizarjak (25, 26, 37, 52-54, 55). A mag szegmentalas szovettani
koriilmények, formol-paraffinos metszet esetén sokkal problémasabb. Sejtalapu illetve tertilet
alapti szegmentalas illetve iFISH detektalas, ’tile-sampling’ vagy ’grid-sampling eljarasok
lehetségek (56, 57, 58). Ezen a teriileten azonban mindenképpen tovabbi fejlesztések
sziikségesek.

(il.) A szignal detektalas a legnagyobb kihivas a folyamatban. A szignalok a
kontrasztjuk, intenzitdsuk, relativ és abszolut teriiletilk, az azonos szinli szignaltél vald

tavolsdguk alapjan ismerhetdk fel. Jelentds problémat jelenthetnek ebben a folyamatban a
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kisméretli, intenziven fluoreszkal6, magfelszinre keriil6 artefaktok, a magas hattérzaj, a hasadt
illetve cérnaszer(i szignalok és az azonos szinii szignalok random ko-lokalizacioja (13, 59, 60)
(3.5.1. abra). Az amplifikalt gének iFISH jelolésekor keletkez6 nem pontszerii szignal
halmazok (’clusterek’) detektalasa ¢és kvantalasa kiilon problémakdrt jelent, melyre tobbféle
megoldast is kidolgoztak (35, 56, 58, 61, 62, 63). A tévesen detektalt szignal mintazathoz
tartoz6 sejtmagok valamint a szignal nélkiiliek kizarandok. Az egyes csatorndkban a
hibaarany fiiggetlen, a teljes hibaaranyt az eldébbiek szorzata adja (26). Emiatt meglepden
alacsony analitikai pontossag (’accuracy’) allhat fenn pl. egy tobbprobas (3+) vizsgalatnal, de
az altalaban komplex diagnosztikus szignal mintdzat kritérium rendszer miatt ez a klinikai /
diagnosztikus hatékonysagot alig befolydsolja (64). 2D analizis sordan a szignalok jelentds
része keriilhet ki a fokuszsikbol (17). Emiatt ma mar a kiilonboz6 fokusz sikokban torténd kép
akviralas, majd a szigndl mintazat 3D rekonstrukcidja elengedhetetlen eléfeltétele a pontos
szigndl detektaldsnak (26, 28, 31, 36, 40, 65, 66). Ehhez elegendd a megfeleld szoftver mellett
a hagyomanyos epiilluminacios fluoreszcens mikroszkop. A konfokalis 1ézer szkenning
valamint a 2-fotonos fluoreszcens mikroszkopia néhany vitathatatlan elényiik mellett meglévo
hatranyai valamint komplexitasuk és druk miatt nem keriiltek be a rutin applikéaciokba (67, 68,
69).

(ii.) A szignal mintazat kiértékelése a kiegyensulyozott transzlokaciok iFISH
analizisénél elengedhetetlen. Az eltérd szinli szignalok kozotti valds tavolsag mérése
sziikséges, mely 3D rekonstrukcid nélkiil nem lehetséges. A felhasznalt proba tipusa (pl.,
egyszerli fuzids, dupla fOzids vagy elvald) hatarozza meg, hogy mely tavolsdg vagy

tavolsagok fontosak, azaz diagnosztikusak a transzlokaciora (3.5.2. abra).

3.5.3. Az iFISH automatizacié torténete és applikacioi.

A mault szazad 90-es éveinek elején kezdddik az automatizacio torténete Cremer és
mtsai (1992) és Nederlof és mtsai (1992) publikacioival (52, 71), mely viszonylag lassan
fejlodott (72, 73-76). Bar ez a folyamat a késObbiekben felgyorsult (77-89), melyben a
paneuropai Concerted Action: Automation Molecular Cytogenetic Analysis (CA-AMCA,
1992 — 1997) szerepe vitathatatlan, a XXI. szdzad elején egyre nagyobb hangsuly keriilt a
klinikai diagnosztikai applikaciokra. Ezek felsoroldsdra jelen munka nem vallalkozik, csak a
fejlédés szempontjabol néhanyat emeliink ki, referenciaként utalunk publikalt review
tanulmanyunkra (70). Ezek kozott hangsulyozottan szerepel a HER2 génamplifikacio,
nemcsak emld vonatkozasaban (90-97), a korai tumorgenezissel asszocialt 1q és 3q valamint

1p és 3p allelikus aranytalansagok (’imbalances’) (53, 98).
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3.5.1. abra Normal és — a szignal
felismerés hibaja miatti - abnormalis
szigndl —mintdzatok  1(9;22)(q34;ql1)
specifikus egyszeri fuzids provaval
tortént iFISH jelolés sordn. Az
automatizalt rendszer altal meghatarozott
szignal mintdzat a képek bal also
== , sarkaban lathat6 (R-piros, G-zold). A
téves szignal felismerést / szignal szam meghatarozast mutaté képeken a szignalok
fluoreszcens intenzitds eloszlasa is lathatd. A Translokaciéra negativ mag. B Transzlokaciora
pozitiv mag. C Tévesen szegmentalt kis, csoportot (‘cluster’) képz6, magok. D Fokozott
autofluoreszcencia, a zold jeleket nem lehet az artefaktoktol elkiiloniteni. E Random ko-
lokalizacio; két piros szignal ko-lokalizalt. F Szignal hasadés; a nem-transzlokalddott piros és

z01d szignal egyarant hasadt. Mig a z6ld szignalokat a szoftver helyesen szamolja, addig a
nem transzlokalodott piros szignalt a rendszer két kiilonallo szignalként értelmezi (26).

3.5.2. 4bra Kiilonboz0, kiegyensulyozott transzlokaciot detektald, kétszinli FISH probak altal
mutatott, pozitivitasra utald szignal mintazatok. A kiilonb6z6 szintl iFISH jelek kozotti dsszes
tavolsag feltiintetésre keriilt, a kritikusakat folytonos sarga vonal jelzi. A Egyszeres fuzids
(SF) proba esetén a zold és piros probak a juxtapozicionalt szekvencidkhoz hibridizalnak. B A
fuzids extraszignalos (ES) proba szet hasonld a SF-hoz, de ebben az esetben az egyik proba a
transzlokacioban résztvevd egyik kromoszoma toréspontjdn ativel, igy pozitivitds esetén a
fuzids jel mellett az adott szinben még egy addicionalis kisebb jelet is latunk. C Kettds fuzids
lefedi a zold ill. piros proba, igy a pozitivitast két fuzids jel valamint - a nem érintett
kromoszdmakat reprezentdland6 - 1-1 zdld és piros szigndl jelzi. D Elvaloé (BA) proba szet
esetén a zold és piros probak az egyik, transzlokacidoban résztvevd kromoszoma toréspont
régidja koriili centromerikus ill. a telomerikus szakaszt fedik le. Normal esetben latunk 2
fuziot, mig az egyiket alkotd zo6ld és piros jelek térbeli eltavolodasa kromoszoma torésre utal.
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A felso sorban a kék korok a sejtmagokat, a zold és piros, kisebb korszimbolumok az iFISH
szignalokat jelolik. Az also sorban 4, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) magfestett és
BCR/ABLI1-SF, ETV6/RUNXI1 ES, BCR/ABLI1 DF és IGH BA FISH probakkal jelolt human
csontveld sejtek magjait latjuk. A kulcsfontossagl tavolsagok mért értékei olvashatdak (63x
objektiv) (70).

A B/ B/2
¢

3.5.3. abra Kombindlt immunfenotipus ¢€s interfazis FISH (KIIF) analizis. A CD10+ csontveld
sejtek gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia indukcids terdpia fazisaban (20x). B A
CD10-FITC jelolés eltavolitasa utdn az ETV6 (z61d) és a RUNXI1 (piros) géneket ES FISH
proba szettel vizualizaltuk a relokalizalt CD10+ sejtekben, mely lehetévé tette a CD10+ /
ETV6-RUNXI1+ leukaemia sejtek (B/1 és B/3) valamint a CD10+ / ETV6-RUNX1- normal
haematogoniumok (B/2 ¢és B/4) elkiilonitését (63x) (70, 27). C Kromogénes CK-7
immunjeldlés alapjan eldszelektalt urothelidlis sejtek holyagrakos beteg iiritett vizeletébdl
nyert citologiai preparatumédban. D ugyanezen sejtek iFISH genotipizdlasa CEP3 (piros),
CEP7 (zold), CEP17 (aqua) és LSI 9p21 (gold) probakat tartalmaz6 multiplex iFISH proba
szettel (UroVysion) (63x) (99, 100, 64).
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Vizelet citologiai mintakban ilyen vizsgalatok tartak fel a krsz. 3, 7, 17 aneuszomia valamint a
9p21 (p16) delécid holyagrak stadium és gradus prediktiv erejét (64, 99, 100, 101). A 3p21.1
¢s a 10g22.3 abnormalitdsok tiid6 karcinoméaban, a RET onkogén papilldris pajzsmirigy
karcindmaban, a krsz 3 és X numerikus aberracidinak vizsgalata méhszajrakban emelhetok
még ki a nem hematoldgiai applikaciokbol (39, 85, 102). Az automatizalt vizsgalatoknak nagy
szerep juthat a ritka sejt detektalasban vagy ahol nagyszamu sejt vizsgalata sziikséges, igy a
prenatalis (32, 41, 46, 79, 103) valamint a fertilitas (37, 104) vizsgalatok esetén tovabba az
anyabdl nem-invaziv modon kinyert mintdkban a foetalis sejtek analizisénél (25, 40). Az
utobbiban a kombinalt fenotipus (foetalis hemoglobin) és genotipus egy-sejt szintli vizsgalata
uj tavlatokat nyitott (47, 105). A hematologiai alkalmazasokban vezet a BCR/ABL
transzlokacid vizsgalata (26, 31, 45, 66, 106). Emellett a kiilonb6z6 14q32 (IgH) régio
atrendezddések szoveti korilmények kozotti vizsgdlatdval valamint a hiperdiploid
gyermekkori pALL klondlis divergencidjaval foglalkoz6 kozlemények is napvilagot lattak

(28, 38, 57).

Osszességében megallapithatd, hogy a morfologia (75, 107, 108) vagy az
immunfenotipus (27, 65, 80, 99, 109) alapjan eldszelektalt sejteken torténd iFISH (’targeted-
iFISH’) alkalmazasa ¢és ennek automatizacidja lesz a valasztandd modszer minden ritka
esemény (sejt) vizsgalati applikacional, mint pl. minimdlis rezidudlis betegség (MRD),
keringd tumorsejt keresés, dssejt transzplantacid utani kimérizmus analizis, vagy ahol a DAPI
kép alapjan a heterogén sejtpopulacioban a target sejt nem meghatarozhat6 (78, 99, 108, 109)
(3.5.3. abra). A ‘’targeted’ iFISH analitikai pontossaga lehet6vé teszi legalabb 10

gyakorisagi esemény vizsgalatat (27).

3.5.4. Perspektivak.

1. Az automatizalt iFISH dektalas és szignal mintdzat kiértékelés nem terjedt el olyan
mértékben, mint az egy ilyen 1j és hatékony technolodgia esetén eldzetesen varhato volt (3.5.4.
dbra). Ennek az lehet az oka, hogy — szemben pl. a flow citometriaval — az objektum valamint
szignal detektalas komplikalt, applikacio, laboratérium és szoftver fliggli. Feltehetden ezért
jelenleg még — szemben a flow citometriaval /MFlowCyt/ - nincs konszenzus standardizacios

iranyelv ezen a teriileten, melynek 1étrehozasa kivanatos (70)
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3.5.4.4bra Az 1980 és 2010 kozott a FISH-r6l és az automatizalt FISH-r6] publikalt kézlemények
szama. Az adatok a PubMed (www.nlm.nih.gov) adatbazisbol szarmaznak ‘fluorescence in situ

hybridization’, ‘interphase’, ‘automated/automatic’ kulcs-szo6 kereséssel (70).

2. A jovobeni, legnyilvanvalobb automatizalt iIFISH indikaciok a kovetkezok:
(a) genetikai aberracio6 vizsgalata hisztologiai, a topografia altal vezérelt koriilmények kozott.
(b) *Targeted’ iFISH, a morfologia — immunfenotipus — iFISH kombinalt vizsgalata egysejt
szinten.
(c) A genetikailag aberrans sejtpopulacio aranyanak direkt, sejtszintli meghatarozasa.

(d) A klonalis heterogenitas, a szubklonalis architektura feltarasa.
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4. FOBB KOVETKEZTETESEK — UJ EREDMENYEK

4.1.

a. 150 pre-B pALL (kb 2 %2 évnyi m.o.-i beteganyag) numerikus kromoszdéma aberracioit az
Osszes kromoszoéma vonatkozasaban centromerikus probakkal és iFISH eljardssal vizsgalva
megallapitottuk, hogy a leggyakoribb genetikai alcsoport, a hiperdiploid pre-B pALL
kialakulasaban leggyakrabban a 4-es, 6-0s, 10-es, 14-es, 17-es, 18-as, 2l-es ¢és X
kromoszémak nyerése szerepel.

b. Uj eljarasként kidolgoztuk a mikroszkopos relokalizaciét valamint a konzekutiv, 2 X 4
szini iFISH eljarast alkalmaz6 technologiat, mellyel a 8 kromoszoma kopia szam
valtozasainak (CNA) jellemzésére, eldszor, egysejt-szintli, korreldlt 8-paraméteres (8P)
adatbazist hoztunk 1étre 214 pre-B pALL kezeletlen csontveldi blastjainak vizsgalataval.

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

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

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

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

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

h. A tetraszomias kromoszoma képzOdéstdl eltekintve nagyrészt ismeretlen patogenezisii
hiperdiploid pre-B pALL uj és atfogd patomechanizmus modelljét irtuk le. Ezen genetikai
tipizalas alapjan a kromoszoma szegregaciés mechanizmusok vizsgalata olyan specifikus

hibakat tarhat fel, amely Uj target terapia alapjat képezhetik.

149



d C 1 O 4 6 1 5 4.2. Fobb kovetkeztetések — Uj eredmények

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

van folyamatban.

4.2.

a. Megallapitottuk 130 pre-B pALL vizsgélata alapjan, hogy ebben a fOldrajzi térségben
(korabbi adat nem allt rendelkezésre) az ETV6/RUNXI1 fuzidt eredményez6 t(12;21)(p13922)
genetikai aberraci6 gyakorisaga 20.5 %. Az dramlési citometrias DNS index (DI) alapjan ezen
transzlokaciot mutatd leukaemiak 95 %-a diploid. Bar a transzlokacidé pozitiv betegek az
alacsony rizikd csoportba sorolddtak, az 5 éves eseménymentes tulélésiik nem kiillonbozott
szignifikansan a transzlokaci6 negativ pre-B pALL betegektdl.

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

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

d. Els6 alkalommal mutattunk ki és vizualizaltunk kezelt t(12;21)+ pre-B pALL betegekben
in utero keletkez6 leukaemia prekurzor sejteket a csontvelében, melyek csak az 1) eljarasként
kidolgozott KIIF eljarassal voltak ’lathatdak’. A prekurzor sejtek jelenléte kezelt betegekben
Osszefliggést mutathat a recidiva hajlammal ezért ezek vizsgalata prediktiv a betegség

lefolyasat illetden.
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4.3.1.

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

b. A sejtvonal érintettség sejtvonal specifikus, iFISH eljarassal végzett vizsgalatanak az ad
kiilonds jelentéséget, mert - a klinikai lefolyas alapjan bizonyitottan - de novo Ph+ ALL vs
CML-LBC kozott a legtjabb, 65 illetve 33 kbp feloldast oligonukleotid komparativ
genomikus hibridizacié (aCGH) sem tudott differencidlni: mindkettében a genomikus profil
legjellemzébbje a CDKN2A (p16) és az IKZNF1gén lokuszok valamint a 14q32 régioban az
IgH és TCR lokuszok vesztései.

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

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

€. Tanulmanyunk keretében a 64, klinikai - laboratériumi paraméterek vonatkozasidban
essentialis thrombocythaemianak (ET) mindenben megfeleld beteg ber-abl atrendezédés (Ph)
és expresszio molekularis valamint csontveldi morfometriai vizsgalata alapjan a bcr-abl

mRNS+  (ber+) ET  létezik, aranya  alacsony, 6.3  %-nak  bizonyult.
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f. Vizsgalataink szerint a ber’ ET el nem kotelezett 6ssejt eredetii, CML tipusu progressziot
nem mutat, a csontveldi morfometriai indexek ET tipustiak. Igy az adatok nem utalnak arra,
hogy a bcr+ ET a CML form fruste allapota lenne, hanem az ET egy variansanak felel meg. A
Ph+ ET allapot a csontveldi morfoldgiaban erételjes eltolodast idéz el6 CML iranyaba.

0. A végsd és teljes genetikai kiilonbség a ber” ET, a Ph* ET valamint a CML kozott még
feltarasra var, de egy kozos genetikai jelleglik biztosan van: mindharomban, még az elsében
is, van egy Ph kromoszéma pozitiv klon. Ez arra utal, hogy myeloproliferativ neoplasiara
hajlamosité millioben tobb, mint egy genetikai mutacid, kovetkezményes szubklondlis
heterogenitds is kialakulhatnak ¢és azonosithatéak. A dominans (’driving’) vs nyugvo
("passanger’) mutacidkra esé — akar terapia asszocialt - szelekcios nyomés hatdrozhatja meg a

dominans klont és a klinikopathologia képet.

4.3.2.

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

b. A nem-expresszalé Ph* allapot tovabb stratifikalhatja a CML tipusu betegség tdbblépcsds
patogenezisét. Emellett arra utal, hogy a legjabb TKI kezelési modulok molekuléris
monitorizalasandl a DNS alapu modszereket kell eldnyben részesiteni a relapszus
predikciojaban.

c. Kombinalt feno- és genotipus vizsgalatok alapjan klondlis kapcsolatot (Ph pozitivitast)
mutatdé CML és hajas sejtes leukaemia (HCL) egyiittes el6fordulasat irtuk le.

d. Az ennek kapcsan folytatott B-sejtes ML és MPN kapcsolatanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy MPN-ékban sokkal gyakrabban (32%) detektalhatdé morfoldgiailag
fokozott mennyiségii érett lymphoid populacido a csontvelében, mint amilyen aranyban —
szigorti kritériumok alapjan — monoklonalis IgH génatrendezédés (IgH-R) PCR-rel
kimutathat6. Az IgH-R+ klondlis B-sejt populacido (5 %) illetve a klinikopatoldgiailag
manifest B-ML (2.5 %) kozel 2 nagysagrenddel gyakoribb MPN-ban, mint az az europai nem
Hodgkin ML incidencidbdl kovetkezne. Ez azt jelenti, hogy MPN-dkban, kiilondsképpen a
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tobb fejlédésben levé format inkorporald MPN-NOS-ban IgH-R+ monoklonalis B-sejt
populécié kialakuldséra predispozici6 létezik. Ennek az lehet az alapja, hogy a B lymphocytak
egy valtoz6, de szignifikans frakcidja a MPN klonhoz tartozik, tehat a tobblépcsds
cancerogenesis soran legalabb 1 genetikai aberraciot mar akviralt. Addicionalis, lymphoma
specifikus mutacio, tehat klonalis szelekcio és fejlodés igy nagyobb valosziniiséggel alakul ki,
mely a MPN-val klonalis kapcsolatot mutatd B-sejtes ML-hoz vezethet.

€. Szomatikus hipermutacié analizis szerint az IgH-R+ monoklonalis B-populacio illetve B-
sejtes ML MPN-ban egyarant lehet pre- valamint postfollicularis eredetii és a CML tipust
MPN-aban ismert LBC jellegli progressziotol eltérd patomechanismusu folyamatot képvisel.
f. Monoklonalis B-sejtes populacié felismerése és értelmezése MPN tipusii betegségek

csontveld mintaiban komplex molekularis modszertant igényel.

4.3.3.

a. CML-ben, a legujabb TKI terapids korszakban, a legutobbi, nemzetk6zi CML
sejttomeg) VS betegség reprezentaciod Osszefiiggéseinek kérdéskore nyugvopontra. A ber-abl
expresszio prediktiv ereje a betegség progresszid vonatkozasdban kérdéses.

b. 68 kezeletlen és IFN-a kezelt beteg 155 periférias vérmintajanak (PV) kvantitativ ber-abl
expresszio €s iFISH vizsgalata alapjan megéallapitottuk, hogy a kezeletlen CML tumorsejtek a
bcr-abl expresszio vonatkozasaban nagyfoku, 108 nagysagrendi heterogenitast mutatnak, a
tumortdmeg és az expresszid mértéke gyengén korrelal.

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

d. A tanulmany lezarasaig a legnagyobb publikalt, q-RT-PCR-rel mért és iFISH-PV-vel
kezelt CML-es beteganyag analizisébdl levont kdvetkeztetés, miszerint a periférias iFISH
tumortdmeg prediktiv a bcr-abl expresszid szempontjabol, egybecseng a TKI kezelt

betegekben nyert adatainkkal.
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e. 197 kezeletlen illetve TKI-ral kezelt CML-es beteg csontveld és vérmintainak vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy 15 %-os csontveldi iIFISH hatarértéket meghatarozva az iFISH
96,8 % pozitiv és 93,8 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai valasz (Ph+
metafazis ardny 0-35 %) meghatarozasara (konkordancia: 96.8 %). Ugyancsak szoros
korrelaci6 mutatkozott a kariotipizalasi citogenetikai valasz és a periférias vérsejtek iFISH
pozitivitasa kozott (r = 0.90, n = 177). A periférian 15 %-os hatarértéket megallapitva az
iFISH 96.3 % pozitiv, és 97,9 % negativ prediktiv értékkel képes major citogenetikai valaszt
meghatarozni (konkordancia: 97,2 %). Az utobbi kiilondsen azért fontos, mert a legujabb
monitorizalasi iranyelvek szerint CML-ben a komplett citogenetikai valasz és a betegség
progresszio szempontjabol a periférias iFISH érték sokkal inkabb prediktiv, mint a bcr-abl
expressziod / major molekuléris valasz.

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

mikroszkdpos eljarast dolgoztunk ki, els6ként.

4.4.

a. 365 periférias T-sejtes lymphoma (PTCL) vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy —
vélhetden a masodlagos immundeficiencia hatasara — a szunnyadé EBV-t tartalmazo B-sejt
kompartment kozel 2 nagysagrendnyi expanzidja alakul ki, mely akar HRS-szerli sejteket is
magaban foglald aktivaciohoz vezethet. Ezen HRS-szerli sejtelemek aktivalt B-sejt (CD15',
CD20*, CD30", CD45") vagy cHL-HRS sejt (CD15™, CD20™"*, CD30*, CD45) fenotipust
mutathatnak. EBER nuclearis FISH pozitivitds alapjan PTCL-kb6l szortirozott HRS-szer(i
sejtek 1gVy FR I — CDR III régidjanak, k/A mRNS expresszidjanak valamint az IgH
konzervalt oktamer promoter illetve enhancer régio specifikus transzkripcios faktor és ko-
faktor vizsgalata alapjan azt talaltuk, hogy legalabbis egyes esetekben ezen sejtek az Gsszes

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

b. Ez a jelenség az immunszupresszi6 indukalta, cHL iranyt B-sejtes klonalis evolacio in vivo
pathologiai modeljét reprezentalja. A leirt folyamat cHL kialakulédsanak korai, a citokin fiiggd
jellegzetes aspecifikus hattér kifejlodése eldtti stadiumat képviselheti, melyre — extrapolalva

az in situ tumor fogalmat — az in situ cHL elnevezést ajanljuk.
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4.5.

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

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

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

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

korvonalaztunk.
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Vezetdségének, a MPT Dunantili Szekcidjadban tovabbda a MHTT Myeloproliferativ
Munkacsoportjaban részvevoknek, a Magyar Gyermekonkoldgiai Munkacsoport centrumai €s
a felnott onkohematologiai ellatdé halozat centrumai valamint szubcentrumai vezetdinek,
kiilonosképpen szerzotarsaimnak, egytttal a munkalatok mindenkori tamogatasaért a POTE /
PTE Pathologiai Intézet munkatarsainak. Hélads szivvel gondolok csalddomra és kiilon

koszonettel tartozom a nyugodt hatteret biztositd feleségemnek.
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