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1. Bevezetés

1.1. A krénikus myeloid leukémia toérténete

A leukémia — kulonésen a kronikus myeloid leukén(@ML) — torténete az
orvostudomany egyik legtanulsadgosabb és legingibatdrténete. Bemutatja, hogy fiatal,
elkotelezett tehetségek a tudomany aktualis Ujdgaisa felhasznalva, alapos
megfigyelésekkel és a szakma ellenszegilésévelrtdata dacolva, hogyan képesek
eldémozditani az orvoslas féflését. A folyamat nem &allt medjtscsak felgyorsult az elmult
150 év alatt, de talan éppen napjaink robbanasézgédése mellett fontos visszatekinteni és
megddrizni a mult értékeit.

Az els, alapos részletességgel dokumentalt, és niéeggp leukémianak megfetel
betegség mai szemmel CML-nek felelhetett meg. I&HtEdinburghben David Craigie egy
28 éves férfit vizsgalt, aki |épmegnagyobbodashakszu hodnapok oOta tartd letargiaval
jelentkezett. Nagyjabol harom honappaldtés a beteg elhunyt, hasonléan Craigie egy harom
evvel korabban észlelt betegéhez. Az eset hasg@dadasdatt alapos kdrbonctani vizsgalatra
kerilt sor, amit egy 33 éves patologus, John Hu@emett végzett el. Esetét 1845-hap
és maj hypertrophiajanak az esete a vér haldlomgenésévetimmel () publikdlta. Ez a
munka tekinthét a leukémia, mint kilonallé betegségentitas édismerésének.

A masodik leukémias esettanulmany az akkor 24 &wedolf Virchow-hoz, a modern
patologia atyjdhoziizédik. Egy 50 éves & korboncolasat végezte el, akit 4 éve huzdodo,
kronikus betegség, sulyos orrvérzések miatt kezeleleteit 1845-ben, 6 héttel Bennett
cikke utan publikaltaNeisses Blutimmel @). A fehérvétiseg, vagyis a leukémia kifejezés
tehat Virchowtdl ered, aki a jelenség részekénteen a yoros sejtek és a ,szintelen
sejteR normalis aranyanak megfordulasat irta le. #d8 kijelentése - ,ezennel
kinyilvanitom a szintelen vértestecskék létjogasdht a patolégidaban a torténelem
tavlatabdl minden hematologusban és hematopatdiagusszteletet ébresA)(

1960 igazi mérfoldé volt nemcsak a CML, de az onkoldgia torténetélserBar Boveri
mar 1914-ben feltételezte, hogy a rosszindulatiadaipknak genetikai alapja lehet, 1960-
ban Nowell és Hungerford élszben irt le egy CML-hez tarsithaté kromoszomaliérést, a

Philadelphia-kromoszomat (Ph-kromoszémad). (Az apro, Y-kromoszomara emlékestet



kromoszémat Phnek nevezték el. 1967-ben Fialkow vetette fel,yhagCML a csontvéi
6ssejtek klondlis betegsége, 10 évvelbbeskimutatta a Ph-kromoszoma jelenlétét a myeloid,
a monocytoid, az erythroid €s a megakaryocytoitveeplakban egyaranby.

A Ph-kromoszéma igazi természetére csak a kromoszgdmozasi technikak tovabbi
fejlodése utan derdlt fény. A quinacrin, illetve Gienfisstékek bevezetését kogen, 1973-
ban Janet Rowley ismerte fel, hogy a citogenetikfierés valojaban egy reciprok
transzlokacio a 9-es és a 22-es kromoszomak kéz{#t22)(q34;q11) —, a Ph-kromoszéma a
derivalt 22-es kromoszémanak felel méy (

A CML molekularis bioldgiajanak tovabbi féflésében a kovetkézlépést egy
egérleukémiat okozo6 retrovirus, abelson murine leukemia virué7), majd a v-abl
felismerése jelentette. 1982-ben merult fel, hod{9#£2)(q34;g11) transzlokacié soran a v-
abl emberi megfeléje, azABL1 atkeril a 22-es kromszémag).(1984-ben karakterizaltak a
22-es kromoszdéma téréspontj@),(mely a téréspontrol elnevez&CR (breakpoint cluster
region) nevet kapta, majd egy szokatlanul hosszu, Ablégngehérjét mutattak ki CML-es
sejtekben 10). Egy évvel késbb CML-es betegekben BCR és ABL1 gének fluzios
transzkriptumat észleltei 7).

1990-ben Daley és munkatarsai egér haemopoetissejteket BCR-ABL1 génnel
transzfektdlva CML-szérbetegséget valtott ki bizonyitva, hogy a transatié és terméke
onmagaban is képes a betegséget kivalth?)i Evekkel kéébb igazolodott, hogy a BCR-
ABL1 tirozin-kinaz aktivitasa szikséges a CML-szdretegség kivaltdsahoz, hiszen az
aktivitas megsimését eredmény8XK1176R mutaciot hordozBCR-ABL1génnel végezve a
transzfekcidt, nem jelentkezett betegsg&g).(
felismerés utani efs szaz évben. Bar a busulphan, majd a hydroxyurdakdm@ynak
bizonyultak a kezelésben, egyik sem nyujtotta melgnpsen a betegek tulélését. Az
interferon-alfa volt az ets gydégyszer, ami nem csak a Ph-transzlokaciGnékét tudta
kivaltani, de a korabbi gyogyszerekhez képest iaZléhosszabb tulélést tett lethe¢ (14).
Ezutan, csaknem 20 éven keresztlil a kronikus fagiddlL-es betegek etsllegesen
valasztandd gyogyszere az interferon volt.

Az el tirozin-kindz géatld, az imatinib kifejlesztése féjezetet nyitott nemcsak a CML
kezelésében, de az onkoldgidban is. Ez a tortémeicsak annak iskolapéldja, hogy az
alapkutatas, valamint a molekularis biologiai isetek hogyan kamatoztathatok hatékony
gyogyszerek kifejlesztésére, de a leukémia felisstek kezdeti ébzakahoz hasonldéan

remekil példazza azt is, hogy a legnagyobb akaattylig a szkepticizmus és a szakma

5



ellendllasa a valtozasokkal szembéb)( A 80-as és 90-es években sokan ugy gondolték,
hogy szelektiv tirozin-kinaz gatlas nem lehetséga@ssok mellékhatassal jarna, de amugy
sem lenne eredményes kezelés.

Brian Druker és munkatarsai 1996-ban igazoltak,yhegy Uj hatdbanyag, az imatinib
mezilat (GCP-57148B, STI-571, Gliv&cGleeve) szelektiven gatolja BCR-ABL1pozitiv
sejtvonalak proliferaciéjatl@). 1998-ban indult az a fazis I-es tanulmany, amiraatinib
hatékonysagat vizsgalta interferon-rezisztens CMlibetegek esetében. 54 beteg kozil 53 a
kezelés utani 1 hénapon belil teljes hematologiaszt mutatott, mely valaszok tartésnak
bizonyultak (7). Ez a hihetetlen eredmény azutan fazis ll-eslésslvizsgalatokhoz vezetett,
majd hamarosan az imatinib a kronikus fazisi CMIbetegek el&dleges gyogyszeréve valt
(18).

A folyamat azonban nem allt meg, 2004-ben masodileracios tirozin-kinaz gatlok — a
dasatinib és a nilotinib — jelentek meg kezdetheatinib-rezisztens, vagy intolerdhstegek
kezelése kapcsan; ma mar éefsnalbeli kezelésben is alkalmazhatok. Tovabbi edzer
fejlesztése és Kklinikai vizsgalatai jelenleg is la@gk, megjelenésik a mindennapi

gyogyaszatban hamarosan varhato.

1.2. A krénikus myeloid leukémia klinikopatoldgiaja

A CML a felnttkori leukémiak mintegy 20%-at teszi ki, incideda 1-2 / 100000,
jelents foldrajzi kilénbségeket nem mutaB). A betegség felismerésekor a betegek atlagos
életkora 55-65 év, gyermekekben ritka, de barmilgttkorban difordulhat. Az ionizalé
sugarzas noveli aza@brdulas gyakorisaga(), egyéb etioldgiai faktor nem ismert.

A CML lefolyasa jellemaen két-, vagy haromfazisi. A legtébb esetben dizighGr
kronikus fazis észlelhét A tinetek rendszerint a megndvekedett fehérvdsenhoz, a
splenomegaliahoz, illetve az anémiahoz tarsulnatadisag, fogyas, hasi fajdalom, illetve
gyengeség a jelletizde sokszor a diagndzis tiinetek hianyaban vétmitvizsgalat soran
szuletik meg 19).

A periférias vérkép jellegzetes: a teljes myeloigsé sor megfigyelhét altalaban
basophilia mellett. A csontu&l rendszerint hypercellularis, myeloid talsulyt mntuta
megakaryocytdk szama emelkedett, jelléemz kismérdt, lebenyezettséget nem mutatd
maggal rendelkézsejtek lathatokl(. abra).
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periférias vérben a blasztok aranya emelkedettasofhilia fokozodott. C: Blasztos krizis. A
csontvebben 30% feletti a blasztok aranya, a kiérés kort#tan felismerhét A periférias

vérben nagyszamu, kék citoplazmaju blaszt (lympdmsthfigyelhet meg.

A kronikus fazist kezelés nélkil 3-6 év utan csakrevétel nélkul akceleracios fazison
keresztll, vagy anélkil akut leukémianak megeledssz progndzisu, blasztos krizis koveti.
Az Europai Leukémia Hal6zat (ELN) ajanlasa alaplionikus fazisu a betegség, ha a
blasztok aranya mind a vérben, mind a csotbest 15% alatti, ha a blasztok és a
promyelocytak egyuttes aranya 30% alatti, €és aeréd basophil granulocytak aranya 20%
alatti, és nincs a terapiaval nem megmagyarazpataisztalé thrombocytopenia (< 100 X' 10
/1). Blasztos krizisél akkor beszélhetiink, ha extramedullaris blasztotiferacio igazolhato,
vagy a blasztok aranya a vérben, vagy a csaditieal 30% feletti. Minden egyéb eset

akceleracios fazisnak felel metgy.

1.3. A krénikus myeloid leukémia citogenetikaja

A tumorcitogenetikdban a legismertebb  struktdraliromoszémaaberracié a
t(9;22)(q34;911), mas néven Ph-transzlokado 4bra), mely aBCR és azABL1 gének
dsszefliggésben leirtaB)( A CML-es betegek 90-95%-aban kimutathaté a Bhsizlokacio,
vagy valamelyik variansal9). Indulaskor, a csontuében — 20 metafazist vizsgalva —
rendszerint 100% a pozitivitas. Az esetek 5-10%nalaians transzlokacié mutathat6 ki, ami
a legtbbbszor egy harmadik, vagy negyedik kromosz@nntettségét jelenti3( abra). A
varians Ph-transzlokacioknak nincs egyérteprognosztikai jelefisége 21).

Egyes tanulmanyok CML-es betegek endothelsejtjeibdairtak az aberracio jelenlétét,
ezért feltételezhéf hogy a k6zds haemopoeticus-endotbsdejt (haemangioblast) BCR-
ABL1transzlokaciot hordozé kldn forrasz?y.

A Ph-transzlokéaciét kivaltdé okok nem tisztazottalg ionizaldé sugarzds mindenestre
noveli a BCR-ABL1 transzlokacio kialakuldsanak kockazatat. A hir@sinés nagasaki
tragediak utan a régioban jeléseén ndvekedett a transzlokacio incidencidp@.(Raadasuln
vitro kisérletek tanusaga szerint kilonbozhaemopoeticus sejtvonalakban ionizalo
sugarzass®CR-ABLIMRNS megjelenését lehetiglézni 23).
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A Ph-negativ CML esetekben molekularis technikdkaiutathaté eBCR-ABL1f0zi6,
ilyen esetekben vagy rejtett — karyotipizalassah néthaté — transzlokacié all a héattérben,
vagy azABL1gén inzertalodik a 22-es kromoszomaB@R gén mellé 24). A Ph-negativitas
jelentbsége az, hogy a diagndzis és a nyomonkoévetés saraaryotipizalas nem
alkalmazhato, kulon prognosztikai jelés¢ge nem ismert. BCR-ABL1negativ esetek egy
jelens része — amikor molekuléaris mdédszerekkel sem imatiatki BCR-ABL1fuzié —
valgjaban atipusos CML-nek felel meg, ami a WHGs&Hfikacid alapjan onallo entitas, nem

pedig a CMLaltipusa 25).



1.3.1. Intersticialis delécidk a derivalt 9-es kromszéman

Az esetek 10-15%-4ban intersticialis delécid igaatd a transzlokaciéban érintett 9-es
kromoszoman, aABL1 kdzelébenZ6). A deléciokra az extraszignalos, illetve a dujntads
FISH szondak alkalmazasa hivta fel a figyelmetzdnsezekben az esetekben az interfazis
magokban a varttol eli@r atipusos jelmintazat figyellietmeg. A deléciok vélhéen a
transzlokacio kialakulasaval egygloen keletkeznek, egyek nincs meggyzé adat arrol,
hogy a delécié klonalis evolucié jelenségeként tedmeg érehaladtaval is megjelenhet.
Csupan két tanulmanyban irtak le olyan eseteket,alelécio a Ph-transzlokaciéhoz képest
masodlagos eltérésndint, a Ph+ sejtek csupan kis részében volt meghgge(27, 28.

Az intersticialis deléciok kedvétien prognozissal tarsultak interferon-alfa kezelgstén,
imatinib kezelés mellett tobb tanulmany is arr6hreplt be, hogy nincs kilonbség a
tulélésben Z9). Azonban mas tanulmanyokban a progresszio-meatées révidebbnek, a
citogenetikai valasz aranya kisebbnelntt (30). Ugy ftinik, a méret befolyasolja az
intersticialis delécié prognosztikai jeléaégét; 8BBCR gén delécidja, illetve nagy, > 1,5 Mb
szakaszt éritdelécio azABL1 gén kozelében kedvétten kimenetellel tarsithat@6).

1.3.2. Addicionalis citogenetikai eltérések

CML-es betegekben valtozé gyakorisaggal a Ph-ttak&eion kivil egyéb citogenetikai
abnormalitdsok is megfigyeltidt A diagnoziskor, kronikus fazisban, az esetel08s3dban
lathatd egyéb eltérés, mely vélben genetikai instabilitasra utal, jelésége nem tisztazott;
az imatinib-éra éit rovidebb tuléléssel tarsulRl), jelenleg az ELN ajanlasa alapjan csupan
figyelmeztet jelként értékelend (31).

A betegség ékehaladtaval a masodlagos eltérések gyakoribbakk#ak, rendszerint a
kozeld progressziot jelzik éke, blasztos krizisben gyakorisaguk 60-80% korRli).(Az
eltérések nem véletlenstek, a leggyakrabban a +8, +der(22), i(17q), +19, +21, +17,
illetve -7 eltérések fordulnak &l ezeket ,major utvonal eltéréseknek” nevezz8R).(Az
alkalmazott terapia befolyasolja a jelentkeeltérések tipusat; kulonb&zabnormalitasok

gyakoriak interferon és imatinib kezelés, illetv@nszplantacio utarsg).
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1.4. A krénikus myeloid leukémia molekularis patgjidja

A Ph-transzlokacié eredményeképpen létrejott fuziés, aBCR-ABL1terméke egy
abnormalis tirozinkinaz aktivitassal rendelkefehérje. A BCR-ABL1 fehérje kozponti
szerepet jatszik a CML kialakulasaban és progrégdmn, hiszen a BCR-ABL1

transzkriptum gyakorlatilag valamennyi CML-es esetkimutathat634).

1.4.1.BCR gén

A BCRgeén a 22-es kromoszdéma hosszukarjan, a 22qllbgggtdlalhato, 23 exonbdl all,
melyrél egyféle fehérje irodik a¥( abra). A BCR egy szerin-treonin kinaz, melynek pontos
fizioloégias funkcidja nem tisztazott, szerepe varsetvaz reorganizaciojaban, illetve a
neutrophil granulocytakban az oxidativ fellangoldgabalyozasaban. A BCR képes
hisztonfehérjékhez kétini, illetve asszocialdédni a repair-mechanizmusakbzerepet jatsz6

XPB (xeroderma pigmentosum Behérjével, bar ennek fiziologias jeléaége nem tisztazott

(39).
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hisztonok Bap-1 XPB axidativ burst
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Ref
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4. abra BCRgén

A Ph-transzlokacio létrejottekor BCR gén kilénboé régidkban szenvedhet el torést,
ezdaltal a BCR-ABLL1 fazios fehérje alkotdsaban a BféRérje kilonb6& hosszusagu, C-

termindlis része vesz rés36|.
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1.4.2.ABL1 gén

Az ABL1gén a 9-es kromoszéma hosszukarjan helyezked®qdh). 11 exonbdl all, két
alternativ 1-es exonnal rendelkezik, melynek koeztiben a gédr két, eltéy hosszusagu
fehérje irodik at §. abra). Ez a kilonbség a fehérje intracellularis lokadibjanak
szabalyozasaban jatszik szerepet, amelynek atapslentisége van a fehérje funkciéjanak
szempontjabol. Az ABL1 egy nonreceptor tirozin-kingdbb SH doménnel is rendelkezik. A
molekula szédmos kapcsolodasi felllettel bir tobdmtds jelatviteli molekula szamara,
rendelkezik tovabba DNS- illetve aktin-kohelyekkel. Ezen doménjei révén részt vesz a

transzkripcio, illetve az aktin polimerizacio szbloaasaban3y).

: 9434 b 1a 23 4 5678 10 1

ile )

p53 Atm
Rb, Pag  DNS-PK

| | \ |
- El v
Aapl RIS poly Wl Crk, Ghr-2 G-aktin
Abi-1,2 Crkl Nck, Abi-1,2 F-aktin
Pag

5. abra. ABL1gén

ABLl-et nem atir0 transzgénikus egerekre (ABL1-/-) aakgerinatalis halalozas
jellemzs, valamint szamos csont- illetve neuralis dd@si rendellenesség, lymphopenia,
osteoporosis kialakulasa figyelieheg 38).

Az ABL1 aktin-kot képessége révén szerepet jatszik az integrirviiditen, a stressz
rostok kialakitdsaban, a sejtmotilitas szabalydzaisaEzen funkcidja mellett szerepe van a
sejtciklus szabalyozasaban is. G1 fazisban az RBih@dblastoma )L fehérjéhez kapcsolodik,
ilyenkor kindz aktivitdsa gatlas ala keril. A sijies S fazisdba Iépve felszabadul az RB1
gatlasa aldl, és mind DNS-kbképessége, mind &NS polimerazok foszforilacidja révén
hozzajarul az S-fazis gének transzkripciojanakmelzditasahoz. DNS karosodas hatasara

latszOlag ellentétes hatast fejt ki, egyiitkiddve az ATM-mel §taxia-teleangiectasia mutdlt
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és a TP53-mal a G1 fazisban toti@iakadast idéz &l A TP53 funkcidjanak érvényesilését

VA4

1.4.3. ABCR-ABL1 gén és fehérje

A BCR-ABL1 fehérje kialakitasdban csaknem a tehdd 1 részt vesz az 1-es exon
kivételével. A BCR-ABL1 fehérje molekularis hatdsshanizmuséval kapcsolatban hatalmas
mennyiséf adat gyilt 6ssze az elmult évtizedek soran. Ezen adatokstie kilonbdy
transzformalt, vagy inherens@CR-ABL1pozitiv sejtvonalakn vitro vizsgalataibdl, illetve
transzgeénikus allatkisérletabszarmazik. Az igy nyert adatok értelmezése éntézise
rendkivil nehéz feladat. Egy sejtvonalban megfigg®l jelatviteli utvonalak nem felelnek
meg teljes mértékben egy CML-ben szerivedeteg csontvél progenitor sejtjeire
jellemzsekkel. A BCR-ABL1 mas mechanizmusokkal vezet trémsmaciohoz példaul
fibroblast, illetve haemopoeticus sejtvonalak dseté A transzgénikus modellek egy
részében nem CML-sZebetegség, akut leukémia fagik ki (37, 40. A leghasznosabb
adatokat CML-es betegek csontiedejtjeinek in vitro vizsgélata nyujtja, azonbajektviteli
mechanizmusok valtoznak a sejt differenciaciéjaaspami tovabb neheziti a megfigyeltek
értelmezeéseét.

A fenti nehézségek ellenére a BCR-ABL1 molekul&asasait haromsf szemponkdre
lehet csoportositani: a proliferaciéo serkentése, apoptosis gatlasa és a sejtadhézid
megvaltoztatasad(). Ezen hatasok Iényegében a névekedési faktortds@iaszimulaljak.
Annak ellenére, hogy szamos haemopoeticus sejtvB&R-ABL1 expresszio hatasara
novekedési faktortdl fuggetlen novekedést mutat, CML-es betegek csontuil
progenitorainak tovabbra is szikségik van &ii$vekedési stimulusra. Valaszkészségik
azonban jelesen eltér a normalis @lakokétol; mig fiziolégidsan tébbféle faktor egwit
jelenléte szikséges a haemopoesishez, a BCR-ABLitiypprogenitorok mar egyedil SCF
(stem cell factorjelenlétében is ndvekednek?).

Tekintve, hogy a BCR-ABL1 expresszi6 a BCR-hez ésAd8L1-hez hasonléan a
legmagasabb a korai progenitorokban, a BCR-ABL1 aatel§sorban ebben a
sejtpopulacioban érvényesdl3j. A BCR-ABL1 fokozza azssejtek é€s a korai progenitorok
aktivalodasat, sejtciklusba lépését, az 6nmegugisaa differenciacio kritikus egyensulyat az
utdbbi iranyaba tolja el. Az elkdtelezett progeroto tobb sejtosztédas soran jutnak el a
terminalis differenciacioig, amely Gtvonalat marvésbé befolyasolja a BCR-ABL1. Ezen
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hatdsok eredményezik a kronikus fazisu CML-re fefi& csontvebi képet: azdssejtek szama
csak minimalisan emelkedett, mig az elkdtelezetg@nitorok illetve az érett myeloid sejtek
jelents expanzidja figyelhétmeg @2).

A BCRgénen belil a téréspont variabilitdsa valtozé hosdgid mRNS, és eltéméreti
BCR-ABL1 fehérjék megjelenését eredményezi. Az lss2-es exon kodzotti, m-ber-nek
(minor breakpoint cluster regignnevezett régié torése esetén 190 kDa molekulag®me
BCR-ABL1 fehérje (p190) kégzlik, mely akut lymphoid leukémiara jelledhz(ela2
téréspont). CML-ben leggyakrabban M-bangjor breakpoint cluster regigntéréspont
figyelhne6 meg (12-15-0s exonok), ami 210 kDa-os fehérjét 1(0p2 eredményez
(leggyakrabban el3a2 (b2a2), illetve elda2 (b3&2¢spontokkal). Ritkan, az esetek
kevesebb, mint 1%-aban az Ugy nevezett pu-bcr (1&s2éxonok) téréspontot latjuk, melynek
kovetkeztében a legnagyobb, 230 kDa-os molekulaQpplenik meg (el19a2 téréspontp(
37, 42. Ez a toréspont indolens lefolyasu, kronikus raahtil leukémia-szér CML esetekre
jellemzs (44).

A kilonboz meéreti fehérjek lényegében ugyanakkora ABL1 szakaszaltagznak, a
kilonbség a BCR-részlet méretében rejik ébra). Az elté szerkezet kbvetkeztében a
BCR-ABL1 molekuldk molekularis hatasai kulonibek lehetnek, transzformécios
képességuk is eli&r a legnagyobb a pl90 molekulanak, a legkisebb 30 pBcr-abl

fehérjének.

m-ber M-ber ,u:_hs:r

1 12 2 34 568 9 11 131517 19 21 23
BCR K—_"__T—-'lr-]mﬂl'm“i“ln
| I8 i B EEED Y RIE NEEE
ib 1a 23 4 56 7 8 10 11
ABL

I e | B Bl W B b e

ALL
[ I)—_II!H:: ﬂ 0190: i

el/a?

CML :
p210 | ‘ )
e13(b2)/a2

CNL-szer{i CML
—Y ] B Biis. BERAlALE EEE IBE B BB EI |

e e B Rl kR R Rk EE'E|I'JE=-E j pZSUE | u

e19/a2

6. Abra BCR-ABL1tipusok

Az eltés BCR-ABL1 molekulak altal kivaltott hatasok pontkiglonbségeit azonban
nem ismerjuk. A harom leggyakoribb molekula egysieen mutat egyértelindsszefiiggést a
fenotipussal. Az akut leukémiak egy részében Mtti@spont, valamint az annak megfélel
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p210 BCR-ABL1 figyelhet meg. Ismertek m-bcr pozitiv CML esetek is — a Cétletek kb.
0,3%-a (9) —, ahol kizardlag a p190 fehérje van jelen. Aerl BCR-ABL1transzkriptum az
irodalom alapjan monocytosissal, valamint rosszptdgnozissal tarsu4b, 4. Raadasul,
mivel hosszabb mRNSéb alternative splicingrévén rovidebb mRNS is kéjdhet, a CML
esetek tuinyomo tobbségében mindkét mRNS jelen bdnnem egyforma mennyiségben.
Ennek bioldgiai és klinikai jelefisége vitatott.

1.5. A krénikus myeloid leukémia prognozisa

A progndzis egy korabbi tapasztalatokon nyugvo salfiség, mely a varhato tulélést, a
tovabbi klinikai viselkedést jelzi &e. A progndzis alapjat képezhetik a diagndéziskor
meghatarozhatd paraméterek, illetve a terapiartt aélasz mértéke.

CML esetében prognosztikai értéke van a betegsAgafdak a diagnoziskor; blasztos
krizisben jelentkeZ betegség esetén a tulélés sokkal kethezebb, mint kronikus fazis
esetén. Az utObbi esetén, a diagnoziskor egiisrermeghataroz6 paraméterek alapjan
Klinikai rizikbbecslés torténhet a Sokal, illetve Hasford pontrendszer alapjad8). A
pontrendszerek, melyek az életkoron, a Iép méredéiperiférias vérben latott blasztok
aranyan, a thrombocytaszamon, illetve a basoplételaz eosinophilek aranyan alapszik, a
daganatos betegségek esetén hasznalatos stadinmutashak analdgiat; a neoplasticus klén
méretével és kiterjedtségével aranyosak.

CML esetében gyakorlati hasznosithatosagéselban a terapiara adott valasz mérésének
van. Ennek vizsgélatat értjlk a CML komplex moroiasa alatt. A terdpias valasz
prognosztikai értékét az a feltételezés adja, hmmél kisebb a rezidualis leukémias témeg,
anndl kisebb az esélye a progresszid kialakuldsamital hosszabb a tulélés. A terdpias
valasznak CML esetében harom szintje van; hemasojagtogenetikai és molekularid §).

Ez a harom szint egymasra épll, de az alkalmaixdgalatok eltér természete miatt nem
vetithetk egy skalara. A terapias valaszok kétféleképpesigaitathatnak prognosztikai
adatot. Egyrészt, egy adotbmbntban a terdpias valasz mélysédgeesietitheti a kedvéitlen
korlefolyast. Ha ez nem ér el egy meghatarozotintsii elédleges rezisztenciarol
beszélhetiink. Masrészt, a mar kialakult valasz miegse, illetve romlasa korai jele lehet a

késibbi progressziénak. Ezt a jelenséget masodlagisztencianak nevezzik.
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Az ELN ajanlasa foglalja 6ssze azt, hogy a kulogbiEzrapias valaszok mélysége mely
idépontban hordoz prognosztikai informaciot, valansint, hogy egy adott valasz esetén mi a
javasolt teendl Az ajanlas folyamatos vita targya, altalanos gyiikonszenzus még nincs
(3D).

1.5.1. A hematoldgiai valasz

A hematoldgiai vélasz a periférias vérkép normédidasat, valamint a
lépmegnagyobbodas megsesét jelenti, figgetlendl a csoniveditologial, illetve szdvettani
kepébl. Elsdvonalbeli imatinib kezelés mellett a krénikus férzlsetegek csupan nagyjabdl 3-
4%-a nem ér el megfeteValaszt, 60 hénap kezelés utdn pedig 10-12%-ukitves$ a mar

kialakult hematolégiai valasz1 ).

1.5.2. A citogenetikai valasz

A citogenetikai valasz meghatarozasanak modszesom@tved karyotipizalasa, melynek
soran 20 metafazis alapjan keril meghatarozasra-maRszlokacid pozitiv (Ph+) sejtek
aranya. Ez a vizsgalat nem csak mennyiségi, decfanélis vizsgélat is, hiszen az eredményt
nem csak a megmaradt leukémias populacié mérefaotiteracios aktivitasa is befolyasolja.
A mindossze 20 megvizsgalt sejt alacsony repretiemést jelent, nagyjabol 35%-nyi
konfidencia intervallummal (amennyiben = 0,05) lehet szamolni a binomialis eloszlas
alapjan. Ennek ellenére, a legtobb és a legmedidizbhgprognosztikai adattal a karyotipizalas
kapcsan rendelkezink; még mindig ez a vizsgalat eképa terapias valasz
nyomonkovetésenek alapjdt7j. Ha 12 honap kezelés utan teljes citogenetikiaised CCyR,

20 metafazisbol 0 Ph+) all fenn, 97% 60 honapognessziomentes tuléléssel szamolhatunk.
A betegek 12-15%-a nem ér el legalabb major citetieai valaszt (MCyR, 20 metafazisbol
<7 Ph+) a 12. hdnapig, esetiikben a progressziomanédés 81%48).

A fenti statisztikai 6sszefliggések kovetkeztébeklad a terapias kudarc definiciojakent
a kezelés meghatarozottmbntjaiban a megfelélcitogenetikai valasz hianyat hatarozza meg
(1. tablaza.
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Kezelés ideje  Optimalis Szuboptimalis

Terapias kudarc

(h6nap) véalasz vélasz
3. mCyR NCyR nincs CHR
6. PCyR nincs MCyR NCyR
12. CCyR PCyR nincs MCyR
18. MMR CCyR + nincs MMR nincs CCyR

CHR elvesztése

MMR elvesztése | CCyR elvesztése
mutaciok Klonalis evolucio

mutaciok

barmikor stabil MMR

1. tAblazat Az ELN 2009-es ajanlasa

Optimalis vélasz esetén a beteg az adott kezelbistnzeleheb legkedvesbb tllélésre szamithat;
tulélése alig tér el a hasonlé korl egészségestfekét!. Terdpias kudarc esetén a kedvez
tulélés nem valdszin a terapia valtoztatasa javasolt. A szuboptiméliasz jelenti a két kategéria
kozotti ,szlrke zonat”. CHR: teljes hematolégialasz, CCyR: teljes citogenetikai valasz (0/20
Ph+ metafazis), PCyR: parcialis citogenetikai VAl#%-7/20 Ph+ metafazis), MCyR: major
citogenetikai valasz (0-7/20 Ph+ metafazis), mCyRnor citogenetikai valasz (8-13/20 Ph+
metafazis), NCyR: nincs citogenetikai valasz (16200Ph+ metafazis), MMR: major molekularis
valasz (0,1% BCR-ABL1), mutaciok: Az ABL1 kindz dénben megjeléhpontmutéciok; attél
figgéen, hogy ezek milyen mértékimatinib rezisztenciat valtanak ki, a mutaciéo nedemése

szuboptimdlis valasznak, vagy terapias kudarcridktend.

A citogenetikai relapszus, vagyis a valasz elveszt&bbféleképpen definialhato, a
kilénb6d meghatarozasok eltérprognosztikai tartalommal birnak. Ha a Ph+ sejtek
aranyanak legalabb 30%-0s emelkedését tekintjidpselsnak, akkor ennek gyakorisaga
16%, az esetek 11%-aban a betegség progresszidfmtéva Ha a CCyR barmilyen
megs#inését relapszusnak tekintjik, a gyakorisag 26%zowis az esetek 81%-aban a
relapszus csupan atmeneidy.

A citogenetikai valasz meghatarozasanak alternatddszere a fluoreszcencia situ
hibridizacié (FISH) lehet. A FISH &hye, hogy nem igényel sejttenyésztést, akar pesér
vérmintan is eredményesen alkalmazhatd. A nemzet§émlasokban a FISH szerepe nem
tisztazott, az altala szolgaltatott eredmény neyeeértéki a karyotipizalds eredményével,
hiszen a FISH esetében csupan mennyiségi meghasabbzan sz0, flggetlenll a sejtek

proliferacios aktivitasatol.
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1.5.3. A molekuléaris valasz

A vizsgélat sordn a BCR-ABL1 mRNS mennyiségét egntioll transzkriptum,
Eurépaban a leggyakrabban az ABL1 mRNS mennyisegéiszonyitott aranyként, a
legtdbbbsz6r szazalékban hatarozzuk meg. A vizsgategkenysége 0,01 — 0,001% kordli
erték, bar a mintabdl izolalhatd RNS mennyisédetvié mirbsége alapjan az érzékenység
mintarél mintara eltés (50). A vizsgélat nehezen standardizalhaté, a kiloéboz
laboratériumokban eltér miszerekkel, elté vegyszerekkel, eltér protokoll szerint
torténnek a vizsgalatok, igy az adatok nehezenetisfizetk. Az ELN szervezésében a
modszer nemzetkdzi harmonizaciojara tortént kigérlenelynek soran  kijeldlt
referencialaborok eredményeihez viszonyitva a progan résztvédk szamara ugynevezett
Nemzetkdzi Konverzidés Faktort hataroztak meifl)( Ezekkel a faktorokkal a kapott
eredmények standardizalhatdk, igy az adatok marebasonlithatok, nagy, nemzetkozi
tanulmanyokban is felhasznalhatok.

A molekularis valasz szempontjabdl kiemelt jetesdige a major molekularis valasznak
(MMR) van, mely a nemzetkdzi skalan mérve 0,1%tidRD-PCR eredménynek felel meg. A
kezelés 18. honapjaban MMR fennallta esetén 60 pfhartan 100% a progressziomentes
tulélés, azonban a CCyR megszerzésehez képestregleat szignifikansan jobb prognozist
(48, 52. Ha a CCyR kéibbi elvesztésének val6sisegét is figyelembe vesszik, mint
kedvedtlen esemény, akkor az eseménymentes tulélés skégrsan jobb MMR, mint MMR
nélkili CCyR esetéberb®). A fentiek alapjan az ELN ajanlas szuboptimalisnainésiti a
CCyR fennallta esetén az MMR hianyat a kezeléfhdB8apjaban.

Az idealis kezelés a teljes gybégyulashoz vezet. &Mikisebb a rezidudlis betegség,
latszolag annal kdzelebb vagyunk az idealis cél#ohatékony kezelések elérisége a
steljes molekularis valasz” (CMR) fogalménak eleslgséhez vezetett. A fogalom azonban
ellentmondasos, egységes definicidja efrgehincs. Egy kvantitativ vizsgalat soran észlelt
negativitas az érzékenységi hatarnal kisebb relisdbategséget jelent, vagyis az eredmény
csupan korlatozottan kvantitativ. A CMR-t legtobiisz0,01% (CMR4.0), 0,0035%
(CMR4.5), illetve 0,001% (CMRS5.0) alatti RQ-PCR dmeenyként értelmeziks(l). A CMR
jelentbsége abban rejlik, hogy stabil fennallta esetértadgek egy részében a tirozinkinaz-
gatld kezelés felfiggesztloetc4).

Az RQ-PCR eredménye szoros sszefliggést mutabgeoittikai valasszal. Altalanosan
elterjedt nézet, hogy 1% RQ-PCR eredmény CCyR-t6Rp pedig MCyR-nek felel meg
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(55). Az 6sszefliggésnek azonban alacsony a szeras@yikilondsen a terapia elején, amikor
a CCyR ebszor jelentkezikZ. tablazal).

TKI kezelés , CCyR-t mutaté betegek (%)
(honap) ESEISZAM 4 196 RQ-PCR <1,0% RQ-PCR

3 51 33,3 74,5

6 127 48,0 89,7

9 138 471 87,0

12 177 62,1 94,9

18 163 77,9 94,5

2. tabldzat Az RQ-PCR és a CCyR dsszefliggése

Az adatok Hughes/HochhausBlood 2010;116:3758-3765 munkajabol szarmazn&g). (A
tablazatbhdl kiolvashaté, hogy a kezelés elején %zRQ-PCR és a CCyR kozotti dsszefliggés
kevésbé szoros, mint a kezelés dkds idSpontjainal. Ha egy beteg citogenetikai vélasza
elhizédé, valbsziileg a tablazatban feltiintetett 6sszefliggések isbkés tolddnakRoviditések
TKI: tirozin-kinaz gatldé kezelés; CCyR: teljes atnetikai valasz; RQ-PCR: valosidej
kvantitativ PCR.

A molekularis valasz meghatarozasa ugyan nagy nsamggal azonositja azokat a
betegeket, akik kedvézulélésre szamithatnak — jeléstmolekularis valasz, cstkk&nvagy
stabil BCR-ABL1 relativ mennyiség —, a kedg#ean tulélést, a progressziot azonban csupan
alacsony pozitiv prediktiv értekkel jelzived. Bar kézenfelkdnek tinhet, egyeire nincs kel
bizonyiték arra, hogy a molekularis s#intezidualis betegség kedvdlenebb a tulélés
szempontjabol, mint a molekularis médszerekkel radjes remisszid47). Hasonléan nem
egyértelnfi, hogy a molekularis valasz romlasa — a citogeaetls a hematoldgiai valasz

romlasa nélkil — mennyi édel elbre, és milyen biztonsaggal jelzi a betegség pregrégt.

1.6. Imatinib rezisztencia kronikus myeloid leukéafian

A legnagyobb nemzetkdzi tanulmany adatai alapj&\ imatinib kezelést kovégn a
krénikus fazisu betegek 5%-a mellékhatasok koveghkesn, 15%-a nem kélterapias hatas,
20% pedig egyeb okok miatt kilépett a tanulmanyd@). A kronikus fazisu betegek legalabb
20%-anak szamara tehat a kezelés nem megjfedel ebrehaladott fazisokban az arany
rosszabb.

Az imatinib rezisztencia hatterében szamos téhylhat, a leggyakoribb vélhign

az, hogy a kivant dézis nem jut el a megcélzotekkgz. Ennek hatterében farmakogenetikai
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tényedk mellett gyakran a betegek korlatozott egyiittddése allhat. Egy elegans vizsgalat
kimutatta, hogy a betegek 14%-a adirlddzis csupan 80%-at alkalmaz&6), ami nem
megle, tekintve, hogy egy hatékony gyogyséérran sz6, ami csokkenti a betegségtudatot,
azonban mellékhatasokkal jar és hatarozatlan ideirggennap kell szedni.

A rezisztenciat okozhatja az, hogy a gyégyszer parbe a csontvél sejtekbe, vagy
a sejtek kipumpaljdk magukbob?Y). Ezeknek a tényéknek a vizsgalata a terapias
dontéseket segitheti, példaul a plazma imatinibckatracidojanak mérése, valamint a
leukémias sejtek OCTIofganikus kationtranszporter) Jaktivitasanak mérésé&g) segithet
donteni az imatinib dozisanak emelése, illetve kggidgyszer inditdsa kozoétt. Ezek a
vizsgalatok még nem tekintléta mindennapi gyakorlat részének.

Az imatinib rezisztencia hatterében éallhat a leniés sejtek valtozasa is. A két
leggyakoribb ténye¥ az ABL1 kindz domén szerzett pontmutacioja, valamint a Béjtek
klonalis evollciéja. Az ébbi a BCR-ABL1 olyan konforméaciévaltozasat idézé,eami a
gyogyszer kevésbé hatékony &dését okozza, az utdébbi BCR-ABLL1 fliggetlen tulékEst
novekedést tehet leléee G7, 59).

Imatinib rezisztencia esetében, az optimalis t&spialasz elérésének érdekében a
tergpia valtoztatasa lehet indokolt. Ez jelentlaatimatinib szokvanyos ddzisdnak emelését,
illetve mésodik generacios tirozin-kindz gatlé Késenditasat. Jelenleg két ilyen TKI émhet
el a mindennapi gyakorlatban, mar akaréetmalbeli kezelésként is: a dasatinib, és a
nilotinib.

A dasatinib (Spryc&) a SRC és az ABL kinazok effektiv gatlja, melyhagy
kivételével a leggyakoribb ABL1 kinaz domén pontéuibkkal szemben, valamint Ph+ ALL
eseteiben is hatékonydl). A gydégyszer a BCR-ABL1 aktiv konforméaci6jahoz kepes
kotédni.  Klinikai vizsgalatok alapjan disonalbeli kezelésként a betegek nagyobb
hanyadaban, és hamarabb é&fhet CCyR, illetve MMR, mint imatinib kezeléssel, a
hosszutavu eredmények értékeléséhez még tébb ven szikség.

A nilotinib (Tasign&) az imatinibnal hatékonyabb, és szelektivebb B@ER-Agatl6.

Az imatinibhez hasonléan csupan az inaktiv konfaithésetén képes a BCR-ABL1-hez
kotédni, am a legtdbb ABL1 kindz domén pontmutaciovadmsben is hatékony. A klinikai
vizsgalatok gyorsabb, és mélyebb terapias valadékokzamolnak be ealsonalbeli
alkalmazasa esetén, az imatinibhez viszony®da (

Az allogén csontvél dssejt transzplantacio még mindig az egyetlen, i@z durativ
terapias lehéség CML esetén. Alkalmazasara jelenlegssban tobb tirozin-kinaz gatloval

szembeni rezisztencia, illetveédehaladott fazis esetén kerll sh8)
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2. Célkitizések

1. A FISH szerepének meghatarozasa a CML-es betggekonkdvetésében.

2. Az automatizalt FISH analiziséelyeinek meghatarozasa a manualis FISH vizsgalathoz

képest a CML-es betegek nyomonkdvetésének szerapont]

3. Az imatinib-rezisztens esetekben a rezisztegeiaetikai, illetve molekularis hatterének

vizsgalata.

4. A CML-ben ritkdn eifordul6 BCR-ABL1 téréspontok prognosztikai jelésegének

vizsgalata.

5. A masodlagos citogenetikai eltérések értelmezékézségeinek bemutatasa egy CML-es
beteg kdvetése kapcsan.

6. A Philadelphia-kromoszéma pozitiv (Ph+) és niegaejtekben egyidéjeg jelentked,

masodlagos citogenetikai eltérések jedeagének meghatarozasa két CML-es beteg kapcsan.
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3. Anyag és modszerek

3.1. Betegek és mintak

A vizsgalatok alapjat laboratoriumunkba 2003 és12Kdzott érkezett 356 CML-es beteg
dsszesen 2900 csontéelés/vagy periférias vérmintaja képezte. A mintakdanantuli
régiobol, elésorban Pécsl, Szekszardrol, Szombathedr Zalaegerszegt, Tatabanyardl,

illetve Veszprémdl érkeztek.

3.1.1. A FISH szerepének meghatarozasa soran hasitmaintak

A karyotipizalds és egyidejperiférias vérmintan végzett FISH eredményeit zegyis
fuziés BCR-ABL1 szonda esetében 150, dupla fuzosda esetén 120 esetben hasonlitottuk
0ssze.

Emellett 307 esetben vetettilk dssze a periférifminéan elvégzett RQ-PCR vizsgalat és

a csontvdli karyotipizalas eredményét.

3.1.2. Az automatizalt és a manualis FISH értékelérek 6sszehasonlitdsa soran hasznalt

mintak

18 CML-es beteg kis ardnyBCR-ABL1 pozitivitdst (5 — 25%) mutaté periférids
vérmintdjat vizsgaltuk. Negativ kontrollként 3 egsEges felftt periférias vérmintajat,
pozitiv kontrollként egyBCR-ABL1pozitiv SD-1 sejtvonalat, valamint harom olyan Clé&

beteg mintgjat hasznaltuk, akikben a Ph-kromoszdumpdikacioja jelent meg.

3.1.3. Az imatinib rezisztencia kapcsan vizsgalt begek és mintak

48 olyan CML-es beteg mintait vizsgaltuk, akik heohdgiai (24 beteg), vagy
citogenetikai (24 beteg) rezisztencia jeleit madattHematoldgiai rezisztencianak a CHR

hianyat, vagy elvesztését tartottuk, citogenetikaezisztencianak tekintettik azokat az
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eseteket, amikor 12 hénap kezelés utan nem alek@CyR, vagy a mar kialakult CCyR
elveszett, de hematoldgiai rezisztencia nem jetzit.

A Dbetegek egy része élmnalban, masik része interferon kezelést kiemet
masodvonalban kapott imatinibet. 43 beteg kronifiézssban, 2 akceleralt fazisban, 3 pedig
blasztos krizisben kertilt felismerésre, atlagoskétak 50 év volt.

Elvégeztik azABL1 kinaz domén mutaciés analizisét szekvenalassajhatéroztuk a
derivalt 9-es kromoszémat eérintintersticialis delécio meglétét vagy hianyat a HFIS
jelmintazat alapjan. RT-PCR vizsgalattal meghatiéwoa BCR-ABL1 transzkriptum tipusat
(el3a2, elda2, vagy mindkdttvalamint FISH vizsgalatok, illetve karyotipizalalapjan az
addiciondlis eltérések jelenlétét, illetve hianyat.

A rezisztens betegek molekularis és citogenetigdlemzit 98 rezisztenciat nem mutatd

CML-es betegével vetettik dssze.

3.1.4. Aritka BCR-ABLL1 toréspontu betegek

Harom kronikus fazisi CML-es beteg imatinib kezétdgivettik 3 — 5 éven at, akiknél
kizarolag m-bcr (ela2) BCR-ABL1 transzkriptum igkmimtt. Egy tovabbiu-bcr (el19a2)
BCR-ABL1 transzkriptumot hordoz6 kronikus fazisi CMs beteget 39 honapon at
kovettink.

3.1.5. Egy konstitacionalis eltéréseket hordozd CMies beteg kapcsan vizsgalt mintak

Egy 44 éves kronikus fazisi CML-es ferfi esetétsgatuk, akinél diagndziskor a
Philadelphia-transzlokacio mellett komplex citogékee eltérések igazolodtak. 7
csaladtagjanak periférias vérmintain is végeztuoRkviencionalis citogenetikai vizsgalatot a

megfigyelt eltérések csaladi halmozddasanak kirdsgavégett.

3.1.6. Ph-pozitiv és negativ sejtekben jelentk&8-as triszOmia kapcsan vizsgalt betegek

Egy 40 éves & és egy 50 éves férfi CML-es beteget kovettinki&ye 55 hdnapon

keresztill, akik edsonalban imatinib, masodik vonalban dasatinib kestedén részesiltek.
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Karyotipizalast, illetve RQ-PCR vizsgalatot 11eflle 9 alkalommal végeztink. 14 minta
esetén CEPS8, majd BCR-ABL DF szondaval egymast tkow@mbinalt FISH vizsgélat is

tortént.

3.2. Karyotipizalas

A csontvebi mintdkon 24, illetve 48 6ras tenyésztest kéeat valamint tenyésztés nélkdl
végeztiink G-savozassal citogenetikai vizsgalatatdeh minta esetén legalabb 20 metafazist
igyekeztink értékelni. A karyotipusokat a Nemzeikéaman Cytogenetikai Nomenklatura

(61) alapjan irtuk le.

3.3. Fluoreszcencia in situ hibridizacio

3.3.1. Manualis FISH

A FISH vizsgalatok kereskedelmi forgalomban kaphké&isziri, egyszei, illetve dupla
fuziés szondakkal (BCR-ABL SF, BCR-ABL DF, Vysiscln Downers Grove, IL) torténtek
periférias vér, éslvagy csontéelmintadkon. A sejteket az erythrocytak lizisét kibesn
methanol/jégecet oldatban (3:1 v/v%) fixaltuk, md@mezre cseppentettik és letrg
szaritottuk. A lemezeket pepszinnel kezeltik (0,@Eszin / 0,02 M HCI oldat) 10 percen at
37 °C-on. A sejteket és a szondakat egyuttesertutaitak 78 °C-on 10 percig, a hibridizacio
egy éjszakan at 37 °C-on zajlott. A poszthibridiagdenosas 50%-o0s formamidot tartalmazo
2xSSC oldatban tortént 3x5 percen at, 42 8@édrsékleten, amit két tovabbi mosas kdvetett
2xSSC oldattal, 7 percig 42 °C-on. A lemezeketu@/nl DAPI-t tartalmazé Vectashield-ben
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) fedtik le.

A manuadlis értekelés soran 200 sejtet vizsgalatankglpozitivitast 10 egészséges &tin
mintai alapjan hataroztuk meg, melynek &éelsatara duplafiziés szonda (BCR-ABL DF)
esetén 1,0% volt.
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3.3.2. Automatizalt FISH

Az automatizalt FISH analizishez a digitalis képédtafer 4.0 képfelvey és képanalizalo
szoftverrel, valamint egy Zeiss Axioplan2ie MOT miazalt, epifluoreszcens mikroszképpal
készlltek (Metasystems, Altlussheim, Germany), mseiik tartomanyu savsizokkel
(Spectrum Green-FITC, Spectrum Orange és DAPI)n-Rkeofluar 40x/0,75 objektivvel,
valamint nagy felbontdsu fekete-fehér CCD kamerd@V/-M1, JAI, Denmark) volt
felszerelve. A rendszer végigpasztazta a lemezegg kijeldlt tertletét, az analizis harom
lépésben tortént: sejtmag szelekcio, FISH jel fediges, jelmintazat értékelés.

A felvételeken a digitalis képkorrekciok utan sz&mDAPI objektum mutatkozott,
melyek kozul a rendszer azéeétesen bedllitott paraméterek alapjan automatizalt
elkilonitette a nagyméret 6sszetapadt sejtcsoportokat, a kicsi magtormkétkeletve a
latotérl részben kilogo, ezért egészében nem értékelbejtmagokat. Az elkilonités az
alabbi paraméterek alapjan tértécunterstain object threshal@0%, minimum object area
50 pnf, maximum object areeb00 pnf; maximum relative concavity dept®.5; maximum
aspect ratio 3.5.

Ha a latotérben sejtmagnak megf@l€&API objektum mutatkozott, akkor a latéi@ra
piros (Spectrum Orange) és a z0ld (Spectrum Gridgoreszcens csatornaban, 5 kilénkhoz
egymastol 0,5 pum-rol elhelyezkedfokuszsikban is késziltek felvételek. Digitalis
hattérkorrekcid, illetve képélesitést kovat a FISH jeleket méretlk, intenzitasuk,
kontrasztjuk, illetve a tébbi, azonos dzjeltél valo tavolsaguk alapjan ismerte fel a rendszer.
A jelek optikai kdzéppontjanak meghatarozasa a midd fokuszsikok figyelembe
vételével, 3D-ben valt lehetségessé. A jelfelismguaraméterei az aldbbiak voltaspot
measurement ared.1 pnf; minimum relative spot intensitd0 %: minimum spot distance
(azonos szii jelek kdzott): 1 pmmaximum relative spot are®0/1000; minimum spot
contrast 20%.

A rendszer a jelek szama alapjan, illetve a kuladbgzini jelek kozotti legrévidebb
tavolsag alapjan hatarozta meg, hogy egy sejtB@g-ABL1transzlokacié pozitiv, vagy
negativ. A jelek kdzotti tavolsagot a rendszer lhi@e hatarozta meg, egy pixel 40x objektiv

hasznalata mellett 0,168 pum-nek felelt meg.
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3.3.3. Konszekutiv FISH vizsgéalatok

A konszekutiv FISH vizsgalatok sorarbstor kereskedelmi forgalomban kaphaté, 8-as
centromerikus szondaval (CEPS8, Vysis Inc.) végedetuizsgalatot a fent leirt moédon. A
Metafer 4.0 rendszerrel felvételeket készitettiinleraezekél, majd a jel6lés eltavolitasat
koveten rehibridizacio tortént BCR-ABL DF szondaval. Ar&bban készilt felvételek
alapjan a harom, és a két 8-as centromernek mé&gfEket mutatd sejteket kilon-kulon
vizsgaltuk aBCR-ABLltranszlokacié szempontjabdl, térekedtiink 200-2)0vizsgalatara.

A CEP8 szonda alpozitivitasat 4 egészségesttaheriférias vérmintajan hataroztuk meg.

Az atlagos alpozitivitas 1,5% volt, a félbataréerték (atlag + 2xSD) 2,6%.

3.4. PCR vizsgalatok

3.4.1. RNS-izolalas

Az RNS izolalas lehéteg 2x10 fehérvérsejtet tartalmazé szuszpenziébél induliZiR
reagens hasznalataval (Life Technologies, Gaitlbegsb MD) a gyartd ajanlasanak

megfeleben.

3.4.2. Reverz transzkripcio (RT)

A kvalitativ RT-PCR-hez a reverz transzkripcié ksk& é€s munkatarsab?) alapjan
tortént. Maloney Murine Leukaemia Virus (MMLV) razetranszkriptaz enzimet (Appligene-
Oncor, Franciaorszag) hasznaltunk.

A kvantitativ PCR vizsgélathoz High Capacity cDNA&WRrse Transcription Kit (Applied
Biosystem) reverz transzkripcios 6sszeallitast im@sznk, a gyartd ajanlasanak megfédsi.
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3.4.3. Kvalitativ RT-PCR

A kvalitativ vizsgalat nested PCR-rel tortént,Earope Against Canceprogramban
javasolt primerek hasznalatavéi3]. Az RNS mirdsegének ellefrzése végetABL1 2-es és

3-as exonoknak megfeteprimerekkel is tértént vizsgalat.

3.4.4. Kvantitativ RT-PCR

A kvantitativ BCR-ABL1vizsgéalatot Ipsogen BCR-ABL1 FusionQuant Kittel ggri
protokollnak megfelélen végeztik, reverz transzkripciét kdser. Laboratériumunk 2010-
ben egy orszagos standardizacios programban gett réddszerink Nemzetkdzi Konverziés
faktora 0,9253.

3.5.ABL1 kindz domén mutacidjanak vizsgalata

Az ABL1kindz domén pontmutacidinak kimutatasa direktjrbidtiondlis szekvenélassal
tortént BigDye 1.1 ,cycle sequencing kit” felhaslas@val. A jeldlés reverz transzkripciot,
majd hemi-nested PCR-t kdven tortént $9). A reakcio el§ 1épéseberBCR 13-as exon,
illetve ABL1 7-es exon primerekkel aBCR-ABLInek megfelal szakasz kerult
felsokszorozasra, majd a masodik Iépés sordBaA exon 4 és exon 7 primerekkel ABL1
kindz domént sokszoroztuk fel. Ez utébbi termékrblctionalis jeldlése, majd szekvenalasa
tortént ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, CA, USAltomata kapillaris elektroforézis
készulekkel.
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4. Eredmények

4.1. A FISH szerepének meghatarozasa a CML monitétasa kapcsan

Kronikus CML-es betegek kovetéses mintdi kozul 1x€riférias vérminta esetén
végeztink BCR-ABL SF szondaval FISH vizsgéalatot, tettik 6ssze a csontoel
karyotipizalas eredmeényével. A FISH eredmény agagaol2,9 %-kal volt alacsonyabb, mint
a Ph+ metafazisok aranya. A CCyR 47 esetben aii,fa FISH vizsgalatok eredménye
CCyR esetén 0 — 13,0 % kozotti tartomanyban szittad 5,0 %). Reciever operating
characteristic (ROC) analizis alapjan 7 %-os FISithierték bizonyult a legjobbnak CCyR
fenndlltanak, vagy hianyanak megitélése szempaiitjabEzzel a hatarertékkel 81%-o0s
szenzitivitassal és 84%-0s specificitassal lehat&@CyR jelenlétét megitélni.

Tekintettel arra, hogy a CCyR és a parcidlis citegéai valasz (PCyR, 20 metafazisbdl
1-7 Ph+) kdzott jeleds az atfedés, megvizsgaltuk, hogy mi az MCyR (C@aBy PCyR) és
a FISH kapcsolata. 15 %-o0s hatarértéket hasznalCyR fennallta 95%-0s szenzitivitassal
es 96%-o0s specificitdssal hatarozhatéo meg a p@sfeérmintan elvégzett FISH segitségével,
BCR-ABL SF szondat hasznélva.

120 periférids mintat vizsgaltunk a fentiekhez imééan BCR-ABL DF szondaval. CCyR
fenndllta esetén a FISH eredmények 0 — 10,7% kdadibmanyban szortak (atlag 0,7%). 1%
hatarérték bizonyult a legjobbnak, ezt hasznalGCgR fennallta 91%-0s szenzitivitassal és
96% specificitassal volt meghatarozhatd, 15%-osar@aek mellett az MCyR 99%
szenzitivitdssal, és 90%-o0s specificitasZalpra).

A dupla faziés szondaval végzett FISH vizsgalatobras eltéé jelmintdzatok
mutatkoztak. ABCR-ABL1pozitiv sejtek 75%-a mutatta a tipusos, Ph-trahksmiora utalo
2F1R1G (2 fuziés, 1 piros és 1 zo6ld jel) jelmintéata A tobbi esetben, kilonbéz
citogenetikai események — pl. varians Ph-transziok&agy intersticialis delécié az érintett
kromoszomakon — kovetkeztében oktteltérd mintdzat mutatkozott. A kulonbéz
jelmintazatok jeleriisen eltéé alpozitivitasi hatart eredményeznek, igy esetukbefenti
0sszefliggés a citogenetikai valasszal csak kodétoz all fenn§. abra).

A CCyR és az 19%BCR-ABL1/ABLlarany kozo6tt szoros korrelaciot figyeltink meg: az
RQ-PCR eredmény alapjan a CCyR fennallta ugyan 88%pecificitassal, de csupan 82%-os
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szenzitivitdssal volt megbecsilhiet Az MCyR és a 10% RQ-PCR 0sszefliggése

szempontjabol a specificitas és a szenzitivitas,9b8tve 90% volt 7. abra).

A B

20% 20%
15% 15%

FNR FNR
10% 10%
) ) ' -
5% - 5%
10% - 10%

FPR FPR
15%- 15%
20% . . ) 20% . .

FISH-SF FISH-DF ~ RQ-PCR FISH-SF FISH-DF RQ-PCR

7. abra. A karyotipizalas és a molekularis vizsgalatokzésgggése

Az A abran a molekularis modszerek és a CCyR, hrBriaz MCyR 06sszefliggése lathat6. Bar az
RQ-PCR vizsgalat specificitdsa (1 — FPR) jobbzensitivitdsa (1 — FNR) jelefden elmarad a
FISH-DF-hez képest mind a CCyR, mind az MCyR megjoatisanak szempontjabdl.
Roviditések FPR: Alpozitivitasi rata; FNR: &lnegativitasi aatFISH-SF: egyszér fuzids
szondaval végzett FISH vizsgélat; FISH-DF: duplaidé szondaval végzett FISH vizsgéalat; RQ-
PCR: valésiddj kvantitativ PCR.

1F2RI1G

1F2R2G 1FIR2G TFIRTG

8. abra. FISH jelmintazatok duplafiziés szonda haszn&@a&dén

A: normalis sejt jelmintdzata, B-BBCR-ABLY sejtek lehetséges jelmintdzatai. A jobb dels
sarokban 183 beteg vizsgalata alapjan meghataroggdtkorisag lathaté. A kildénbéz
jelmintdzatok esetén az alpozitivitas felhatara jeleisen elté, 10 egészséges féhn
vérmintaja alapjan az értékek a kdvetdefB-F): 0,8%, 3,1%, 1,5%, 2,4%, és 15,8%.
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4.2. Az automatizalt és a manualis FISH dsszehad@isk

4.2.1. A sejtmagok felismerése

A rendszer betanitasa soran beadllitott pasztazasanpiterekkel a sejtfelismerés
szenzitivithsa 88,7%-nak (375/423 sejt) adddott. séjtmagként felismert objektumok
atlagosan 10,4%-a bizonyult tébb, kisebb sejt cH@mk. Ezeket a sejtcsoportokat egyszer
morfologiai paraméterek alapjan pontdiagramon avazmanudlis kapuzassal kénnyen el
lehetett kiloniteni az egyedi sejtmagoktol. A ssjfmortok kizarasa utan a sejtfelismerés
specificitasa 99,9%-ra javult.

4.2.2. FISH jelek felismerése

A kontrollok vizsgélata soran a sejtek piros fllsreens jeleinek szamat 84,9%, mig a
zOldekét 80,9% aranyban ismerte fel helyesen asmmnd A jelszam tévesztésének
leggyakoribb okai a jelek sejtciklusfigchasadasa, két jel véletlen 6sszefekvése, magas
hattérfluoreszcencia, a jelek intenzitasa kdzeétants kilénbség, valamint autofluoreszkalo
mitermékek voltak. Ugyanezen jelenségek okozzak a&zsfiyeket a manualis értékelés
soran is. A jelfelismerési hibak csaknem mindenbesea vartnél toébb, vagy kevesebb zdld,
illetve piros jelet eredményeztek. A két-két jeln@bbet, vagy kevesebbet tartalmazo sejtek
kizarasat koveéien hibas jelfelismerés csupan a sejtek 0,4%-abadatkozott.

A 3. tdbldzat mutatja, hogy a negativ €s a pozitiv kontroll m@ilkiian mennyi sejtmagot
ismert fel a rendszer, és déblmennyi maradt a sejtcsoportok, illetve a hibdtelismerések
kizardsa utan. Az SD-1 sejtvonal tetraploid; a Z&tsannyi z6ld és piros jel Iényegesen tobb
jelfelismerési hibaval jart. Az SD-1 sejtvonalatdémitva a negativ és pozitiv mintak a kizart
sejtek szamaban nem mutattak szignifikans kulordiségy nem varhatd, hogy a kizaras a

betegmintdk vizsgalata sordn az eredmények todub@svezetne.
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Jeltavolsad atlaga

Analizalt sejtek szamé (%)

(um) (tartomany)

Negativ mintak
Neg#1l 2708 1085 (40,1) 3,24 (0,17 — 12,26)
Neg#?2 1930 865 (44,8) 3,19 (0,17 - 11,42)
Neg#3 2781 1276 (45,9) 3,34 (0,17 — 13,27)
atlag 2473 1075 (43,6) 3,26

Pozitiv mintdk
Poz#1 2,263 966 (42,7) 0,67 (0,00 — 1,51)
Poz#2 2,805 1346 (48,0) 0,50 (0,00 — 1,51)
Poz#3 4,377 1797 (41,1) 0,66 (0,00 — 1,68)
SD-1 344 91 (24,0) 0,62 (0,17 — 1,51)
atlag 2,447 3148 (43,9) 0,61

3. tAblazat Az automatizalt analizis eredményei a pozitimégativ kontrollokon
RoviditésekNeg#1-3, Negativ kontrollok; Poz#1-3, pozitiv katiok; SD-1, BCR-ABL1+
sejtvonal

A negativ kontrollok esetében csupan a két-képztiy kontrollok esetében a harom-harom, az
SD-1 setjvonal esetében pedig a négy-négy pirdstvel zold jelet mutatd sejtek keriltek
analizisre, mivel ezekben a sejtekben lehetetielsedyjelfelismerés.

PA jeltavolsag a piros és a zold jelek kozotti lesghib tavolsagot jelentette.

°A pozitiv mintak atlaga az SD-1 mintat nem tartatma a jelfelismerés a sejtvonal sejtjein a

CML-es betegek mintaihoz képest joval alacsonyatibdiokkal tortént.

4.2.3. A jelmintazat értékelése

A pozitiv és negativ sejtek a kulonkogzini jelek kozotti legrovidebb tdvolsdg alapjan
kulonithetk el. Az optimalis hatarértéket a pozitiv és nagatjtekben mért tavolsagok
eloszlasa alapjan hataroztuk meg. Ehhez olyan kmatd@olt szikség, melyek 100%-ban
negativ, illetve pozitiv sejtekb allnak. Az utébbi kritériumnak az SD-1 sejtvomaégfelel,
am a fent emlitett okok miatt a jelfelismerés hatglsdga ebben a mintdban Iényegesen
rosszabb, mint a tobbiben.

A két Ph-kromoszomat tartalmazé sejtek harom pgedarom zold jelet tartalmaznak.
Ennyi jelet a Ph-negativ sejtek mindossze 1,9%-a,6%) mutatott, hibas jelfelismerés
kovetkeztében. A jeltavolsag szempontjabol tehattpokontrollként a 4 piros és 4 z6ld jelet
tartalmazé SD-1 sejteket, illetve a harom pirohésom zold jelet tartalmazé Ph+ sejteket
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hasznaltuk. A pozitiv és negativ sejtek a legjobkilénitése 5 pixeles (0,84 pm)
hatérértéknél valosult meg.

4.2.4. A manualis és az automatizalt értekelés enmdnyeinek dsszevetése

A 6 kontroll mintat, valamint a 18 CML-es beteg mdih harom eértekél egymastol
fuggetlentl manualisan vizsgalta. Az alpozitivigs az alnegativitas atlagosan 5,8%, illetve
2,7% volt, mig ezek az értékek az automatizaltiaisakoran 6,7%-nak, illetve 5,5%-nak
adodtak. A kimutathatésag als6 hatara — az a legkipozitivitas a mintaban, amit 95%-o0s
biztonsaggal ki tudunk mutatni — tekintetében cesufdb%-nyi kilonbség mutatkozott:
manualis vizsgalat esetén 10,5%, automatizalt zinaél 12,0%, abban az esetben, ha 200
sejtet vizsgalunk.

A manualis és az automatizalt analizis eredmémgmios lineéris korrelaciot mutattak
(Pearson-korrelacié, /R 0,989). A két mdédszer eredményei kozott atlag&an(x 7,4) %
eltérés mutatkozott.

A harom vizsgadld manualis eredményei egymashoz skémdtérést mutattak. A
betegmintdk vizsgélata soran a manualis eredméj@fiahoz képest a harom vizsgéaloé 20,7,
11,4 illetve 20,8%-0s tartomanyban tért el. A kligégek azt eredmeényezték, hogy 18
betegmintabdl 12 esetben az egyik vizsgald nenttéetgyet a masik keivel abban a
kérdésben, hogy vajon a mintaban van-e az alpdagivhatart meghaladd pozitivitas. (
abra).

A manualis analizis soran 200 sejt vizsgalata mirtaz automatizalt analizis soran a
megvizsgalt sejtek szama csaknem hatszor nagydbfatiagosan 1177 db, tartoméany: 680 —
3520 db). Annak érdekében, hogy a manuadlis és tmatizalt eredmények pontossagat
hasonld sejtszam szintjén is dsszehasonlithasguitamatizalt analizist harom-harom 200
db sejtet tartalmazd csoportra osztottuk. Ezeketsapopulacidkat kilon-kilon vizsgaltuk,
majd az eredményeket Osszevetettik éppugy, mingyahat a harom fuggetlen vizsgalo
eredményeivel tettik9( abra). A részpopulaciok eredményei az atlagostoél 7,8, letve
8,2% tartomanyban tért el, mely tartomanyok gyadtdag megfelelnek a mintavételi hibabal
fakadd bizonytalansagnak. Osszehasonlitasképpén;os5pozitivitast tartalmazé minta és
200 megvizsgalt sejt esetén a binomialis elosZkgjan az eredmény 10,4 — 20,7% kozott

varhaté (95%-os konfidencia intervallum); ami 10;8%tartomanynak felel meg.
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9. abra. A manualis és az automatizalt analizis eredmépkesadrasa

A: A manudlis analizis eredméyei. B: Az automatizdlalizis eredményei. A hasabok a harom
manualis vizsgald, illetve az automatizalt analiidrom részpopulacié eredményeinek
tartomanyat (atlag + 2xSD) jelzik. Az automatizaltalizis soran a vizsgalati eredmények
tartomanya kisebb volt, mint a manudlis esetémgadan 4,2% vs 8,6%). A manudlis vizsgalat
soran harom olyan minta volt, melyet mindharom gété pozitivnak (,pozitiv’), harom, melyet
negativnak (,negativ’), és 12, melyet kulonBidek (,bizonytalan”) latott. Az automatizalt

analizis esetén csupdrvolt a ,bizonytalan” mintdk aranya.

A harom részpopulacié eredményei csupan 7 esethatattak diszkrepanciat annak
tekintetében, hogy az észlelt pozitivitas meghaladaz alpozitivitas fetshatarat.

Az automatizalt analizis sebessége atlagosan 3&®& ywlt 200 db sejtenként. Bar a
manualis vizsgalat 5 — 10 percet vett igénybe Z)0szamolasa esetén, ha az értékelés soran
valamennyi sejtil felvételt kellett volna késziteni, az ennek aéniek a tobbszorosét vette
volna igénybe.

4.3. Az imatinib rezisztencia okainak vizsgalata

4.3.1. Kiindulasi molekuléris és citogenetikai téngzok

25 beteg esetében b2a2 (el3a2), 17 esetben b3&2)eh esetben mindkét toréspontu
BCR-ABL1transzkriptum kimutathat6 volt, 1 esetben pedig2em-bcr)BCR-ABLL mRNS
jelenléte igazolodottlQ. abra). A 86 rezisztenciat nem mutaté es¢tB6-ban b2a2, 37-ben
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b3a2, 13-ban pedig mindkét téréspontu transzkriptoegfigyelhed volt. A rezisztens és a
nem rezisztens esetek kozott a kiuloribtiréspontok gyakorisaga nem mutatott szignifikans
kulonbséget (Fisher proba, p = 0,490).

A rezisztens esetek kozil 35-ben a tipusos Phai@kacionak megfelél 2F1R1G FISH
jelmintazat mutatkozott, harom esetben varians r@stlokaciéra utaldé 1F2R2G, két-két
esetben 1F1R2G, illetve 1F2R1G jelmintazatot ésmik] melyek der(9), illetve der(22)
delécionak felelnek meg. Ot tovabbi esetben 1F1Rd&xolodott, egy esetben harom
kromoszomat érit vélheben két lépadben kialakult varians Ph-transzlokacié — t(9;22),
majd t(1;9) — kovetkeztében 2F1R2G jelmintazat wodgfigyelhed.

A kilénbos jelmintdzatok gyakorisaga nem mutatott szignifikdaildonbséget a nem

rezisztens esetekhez képest (Fisher proba, p $)0,68

4.3.2. Szerzett molekularis és citogenetikai tényéz

22 rezisztenciat mutatd betegnél a Ph-transzlokacédlett masodlagos eltérések is
mutatkoztak, 11 citogenetikai, és 11 hematolégaisztenciat mutatd esetben. 14 betegnél a
Ph-kromoszoma duplikacidja volt megfigyeltiel 1 esetben egynél tobb eltérés jelentkezett.

14 beteg mintaiban igazolédo#BL1 kinaz domént éridt pontmutacio, két betegben
harom kulonbdé&, egyben két mutacié volt észlelbetl3 kilénbod, az irodalomban
fellelhe®, koradbban leirt pontmutacié igazolodott, a leggyddd F359V volt, mely négy
esetben jelentkezett.

A BCR-ABLL1 tulexpressziéjanak meglétét Bianchini altal javasoodszer alapjan
vizsgéaltuk 64). 146 vérminta esetében meghataroztuk az RQ-PCR EISH eredmények
hadnyadosat, majd a tulexpressziot gelmtarértekként a 90-es percentilnek megieteBO
értéket jeloltik meg. Ezzel a mddszerrel 7 betetptott BCR-ABL1tulexpressziot, mig 46
rezisztenciat nem mutaté beteg kozul csupan 3 wotutdtasonlé meérték BCR-ABL1
expressziot, a kilbnbség azonban statisztikai saethpl nem szignifikans (Fisher préba, p =
0,317).

14 esetben sem ABL1 kindz domén mutéacio, sem kkrélolicioé, semBCR-ABL1
tulexpressziéo nem volt kimutathat6 a rezisztenkakent. Ezek kdzil 5 esetben hematologiai

rezisztencia volt megfigyelhiét
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10. abra.Az imatinib rezisztens esetek molekularis és ciheg&ai jellemzi

A hematoldgiai rezisztencia csoportban a rombusdeilli beteg m-bcr (ela2) torésporBICR-
ABL1 transzkriptumot tartalmazotRoéviditések CE, klondlis evollucié;ABL1 mutacié, ABL1
kinaz domén pontmutéacidja; atypusos FISH, az 1RXBREItéE FISH jelmintazat; b3a2 (el4a2)
téréspontd BCR-ABLL1 transzkriptum; b2a2 (el3a2) torésponBCR-ABL1 transzkriptum;
b2a2+b3a2 toréspontBBCR-ABL1 transzkriptumok egyittes jelenléte; BC, blasztaszik

diagnéziskor; AP, akceleracios fazis diagnéziskor.

20 beteg a rezisztencia kialakulasa utan atlag@éamonappal (0 — 67 honap) kikertlt a
nyomonkovetést, tovabbi térténetiik nem ismert. A tobbi 28 bektégul 8 elhunyt, 2 CML-
tol fuggetlen okbdl (myeloma multiplex, illetve reatuadenocarcinoma), 6 blasztos krizis
kialakulasanak kovetkezteben.

Két beteg az imatinib dbézis emelésének hatasaraRa@Cért el, egyikik MMR-t is
mutatott. 15 beteg dasatinib kezelésben részéshikfeg CCgR-t ért el (5 ezen belil MMR-t
is), 3 beteg esetében CCgR nélkil CHR alakult Wieteg esetében a dasatinib terapia nem
volt megfeleb; négy rezisztenciat mutatott, kietpedig intoleranciat. 11 beteg nilotinib
kezelésben részesiilt, 4 esetben CCgR, 2 esetbeR @elgul CHR alakult ki. Egy beteg

intoleranciat mutatott, harom pedig rezisztenciat.
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4.3.3. A pontmutaciok és a klonalis evolucié megghésének dinamikaja

Megvizsgaltuk, hogy aABL1 kinaz domén mutacié megjelenése egybeesett-e pidera
rezisztencia jelentkezésével. 14 beteg kdzll csupesetében volt kimutathatd a pontmutécio
a rezisztencia jelentkezésének idején, 7 esetlegoaan 16 honappal (7 — 31 honap)kés
igazolodott ebszor az eltéres.

22 esetben, amikor addiciondlis citogenetikai ékégazolodott, 10 esetben a rezisztencia
jeleivel egyidben mutatkozott ékzor az eltérés, két esetben mdibk|] 10 esetben pedig

atlagosan 20 hénappal kéb (5 — 36 hdnap).

4.4. A ritka BCR-ABLL1 toréspontok prognosztikai ggltoségének vizsgalata

4.4.1. 50 éveshtorténete

Az 50 éves & kivizsgaldsa 1999 juliusdban indult lépmegnagyaldisookozta hasi
diszkomfort miatt. A periférias vér, illetve a cdoelé vizsgalatok kronikus fazisi CML
fenndlltat igazoltak, a karyotipizalas a sejtek %B@ban Philadelphia-transzlokaciét mutatott.
Az RT-PCR vizsgalatok sordn M-Bcr toréspoBGR-ABL 1transzkriptum nem igazolédott,
m-Bcr-nek megfelél ela2 transzkriptum mutatkozott.

Interferon kezelés indult, melynek soran a fehé&wjszam normalizalodott, azonban
thrombocytopenia jelentkezett és perzisztalt. 2@dLiarjaban a betegség progresszioja volt
megfigyelhed a periférias vérben jeleid leukocytosissal és emelkedett blasztarannyal (69
G/l fehérvérsejtszam, 12% blaszt). A citogenetikasgalat addicionalis eltérést nem igazolt,
emelt dbzisa imatinib (600 mg/nap) kezelés indt. kezelés tovabbi 6t évében a
thrombocytopenia perzisztalt, citogenetikai, iletmolekularis valasz nem jelentkezett, de a

fehérvérsejtszam normalizalédott (ablazai).
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4.4.2. 62 éveshtorténete

A 62 éves A gyengeseég, fogyas és laz miatt kerilt kivizsgalasrelynek soran kronikus
fazisut CML igazoldédott. A karyotipizalas egyedul -Panszlokaciot igazolt, az RT-PCR
vizsgélat kizarélag ela2 toréspo®GR-ABL ltranszkriptum jelenlétét mutatta.

400 mg/nap doézisu imatinib kezelés indult, mely leteltelies hematologiai valasz
jelentkezett. A 6. honapban MCyR volt megfigyeth€10/30 Ph+ metafazis, FISH: 26%
BCR-ABL1pozitivitas). A terapias valasz fokozatos javuldsitatott, a harmadik év végeére
CCyR jelentkezett4. tablazay).

CML fazisa
50 év,0 CP IM, 4. év 88% 15,3%
' CP IM, 5. év 83% 21,8%
62 év,0 CP diagnézis 86% 11,6%
’ CP IM, 1. év 10% 2,9%
CP IM, 2. év 5% 1,6%
CP IM, 3. év neg. 0,2%
. CP diagnozis 64%
44 év.g CP IM, 1. év neg.
AP IM, 2. év 70%
BC IM, 30. hénap 88% 78,5%
0,
36 év,d CP diagnozis (4010/(3%/;:4_4_) 1,8%
7+3 0, 0,
CP 2. IM. 6. h6 10% 0,2%
. 93%
BP 2. IM, 9 hé (78% Ph++) 15,2%
Flag-lda, IM,
CP 3. SCT, 1 hé neg. neg.
CP 3. SCT, 4 h6 neg. 0,3%
BP 3 SCT, 4,5 h6 79% 19,6%
' T (64% Ph++) '
CP 4. SCT, [7)tho, Flag, neg. 0,1%
CP 4. SCT, 19 ho, DLI neg. neg.

4. tdblazat A ritka toréspontBCR-ABL 1transzkriptummal rendelk8ZCML-es betegek

nyomonkovetése
Roviditések CP, krénikus fazis, AP, akceleralt fazis, BP, satas krizis; IM, imatinib; SCT,

csontveb transzplantacié; Ph++, duplikalt Ph-kromoszémag. neegativ vizsgalat
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4.4.3. 44 éves férfi torténete

A 44 éves férfi esetében 2003 majusdban kronikussfa CML igazolédott. A
karyotipizalas soran valamennyi sejtben Ph-trahksdid, valamint addicionalis citogenetikai
eltérések 11. abra) mutatkoztak, az RT-PCR vizsgalat csupan elazpordiBCR-ABL1
transzkriptumot mutatott.

400 mg/nap dozisu imatinib kezelés indult, melyletelCHR, illetve MCyR alakult ki. A
21. hénapban a CHR medgstt, a karyotipizdlas sordn ismét 100%-ban Ph-ttakazio
igazolodott a kordbban megfigyelt addiciondlis réié&ék mellett. 7 honappal Kb
akceleralt fazis alakult ki (15% blaszt a perifénigérben), az imatinib dézisat 800 mg/nap-ra
emelték. A 31. hénapban myeloblastos krizis jelerntkt, ezért 7+3 protokoll szerinti
indukcios kezelés indult. 5 honappal &gls honalji nyirokcsomoéban extramedullaris blasztos
proliferacio igazolodott, mely miatt lokalis radeoépiaban is részesiilt, majd Gjabb indukcios
kezelés indult. A 39. hdnapban szepszis klinikaetéi mellett a beteg elhunyt. (tablazay.

A blasztos krizis etsjelentkezésekor, a 30. hdnapbanA®4_1 kinaz domén szekvenélas
S348L mutacio jelenlétét igazolta, mely a 38. hdmaapis perzisztalt, de a 15. és a 21.
honapban még nem volt kimutathato.
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11. abra A beteg citogenetikai eltérései a diagnoziskor

A 44 éves férfi esetében a diagnoéziskor a Ph-tlakgzié mellett két egyéb abnormalitas is
megfigyelheb volt; 1-es és 13-as kromoszémak kiegyensulyozatiarszlokacioja, valamint 7-es
és 12-es transzlokacio lathato [46,XY,t(7,12)(q1B)t(9;22)(q34;911),der(13)t(1;13)(921;q21)].
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4.4.4. 36 éves férfi torténete

A 36 éves férfi hasi panaszainak hatterében 200Zsaban Iépmegnagyobbodassal jard
kronikus fazisi CML igazolédott. A karyotipizdla®ran valamennyi metafazisban Ph-
transzlokacio, 30%-ban az Y-kromoszoma vesztéseoigdott, a FISH vizsgalat a sejtek
40%-aban a Ph-kromoszoma duplikaciéjara utalé jematot mutatott. Az RT-PCR
vizsgélat sem M-Bcr, sem m-Bcr toréspoBQR-ABL 1transzkriptumot nem igazolt, tovabbi
molekuléris analizis a diagndziskor nem tortént.

Hydroxyurea, majd interferon kezelés indult, de 20€8zeptemberében generalizalt
nyirokcsomd megnagyobbodas jelentkezett, melynekefléden a szovettani vizsgalat
myeloblastos infiltraciot igazolt. 2003 februarjaba csontvél vizsgalata myeloblastos
krizist mutatott ki. A beteg ,7+3” sémaju kemotdaédan részesult, majd 2003 aprilisaban
imatinib (600 mg/nap) kezelés indult.

2003 novemberében csontielranszplantacid ékészitése tortént, az imatinib kezelés 6.
honapjaban CHR és MCyR allt fenn (2/30 Ph+ metaf&iSH: 10¥BCR-ABL1pozitivitas).

Az ekkor elvégzett RT-PCR vizsgalat, illetve szeldlés pu-Ber toréspontnak megfetel
e19a2BCR-ABL1transzkriptumot igazolt, mely mellett egy fehénm@&m kodold, eltolodott
olvasasi kerei, el8a2 transzkriptum is megfigyelbevolt. A betegség felismerésekor
vizsgalt minta retrospektiv analizise azonos triamstzimokat igazolt.

2004 februéarjdban a masodik blasztos krizis jetz@k, mely miatt FLAG-Ida protokoll
szerinti kemoterapia indult. A karyotipizalas infaativ eredményre nem vezetett, a FISH
vizsgalat a sejtek 78%-aban a Ph-kromoszoma dujpdijéd igazoltak 4. tablazat). A
kemoterapiat kovéen 800 mg/nap dozisu imatinib kezelés folytatodott.

2004 juliusaban allogén csonttidtanszplantaciora kerilt sor, teljes hematolégiai
citogenetikai valasz alakult ki. 2004 decemberébeonban a harmadik blasztos krizis
jelentkezett, melynek kezelése FLAG protokoll szerkemoterapiaval, valamint donor
lymphocyta infazioval tortént. Ezeket kdgeh sulyosgraft versus hosbetegség (grade 3)
jelentkezett a &rt és a majat érintve. 2005-ben tdbb infekcio, kkzgyi aspergillosis, illetve
szamos bakteridlis féizés jelentkezett. 2006 4prilisdban CCyR allt femmajusban

Staphylococcus szepszis kdvetkeztében a betegylhun
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4.5. Egy konstitucionalis eltéréseket hordoz6 CMé {geteg torténete

A 44 éves ferfi hematoldgiai kivizsgéalasa splenoafiag valamint Iépinfarktus miatt
indult. A laboratériumi, a citologiai, valamint asantveb szOvettani vizsgalata krénikus
fazisu CML-t igazoltak. Az RT-PCR vizsgalat b2azégpontuiBCR-ABL1transzkriptum
jelenlétét mutatta, az interfazis FISH vizsgalgiesiférias vérben a sejtek 54 %-bBCR-
ABL1 transzlokaciot igazolt. A csontwl minta karyotipizalasa soran Ph-transzlok&cio
mellett a 2-es, az 5-0s, a 6-0s, a 12-es, a 13-as1él-es kromoszémakat is éfitibvabbi
eltérések igazolodtak. A karyotipust a kromoszorkakatozottan értekelh&tmorfoldgiaja
miatt az  aldbbiként hataroztuk meg:  45XY,t(2;513.3),t(6;12)(q16;914),
t(9;22)(q34;911),-13,-14,+mar[11].

A Kklinikai prognosztikai osztdlyozéds alapjan a leteg alacsony kockézatbesorolast
kapott (Hasford 770,0, Sokal 1,47), az addicionaligrések jelenléte miatt 600 mg/nap
imatinib kezelés indult. Neutro- és thrombocytopemiatt a dozist 400 mg/napra kellett
csokkenteni, mely mellett a periférias sejtszamotralizalodtak.

A kezelés 3. honapjdban a csondvedzOvettani és citoldgiai vizsgalata normélis
haematopoesist mutatott. A karyotipizalas soranmgdafazisbol 14-ben mutatkozott a Ph-
transzlokacio, ami mCyR-nak felelt meg. Meglepatésr kordbban leirt kromoszéma
aberraciok valamennyi sejtben megfigyettketvoltak. A preparatum jobb misége
kovetkeztében az eltérések pontosabb karakterégalas volt leheiség:
45,XY,1(2;5)(931;p13),1(6;12)(q16;q14),der(13;14)(gq10) (2. &bra. A korabban
markerként megjel6lt kromoszéma a 13-as és 14-emdszOmak klasszikus robertsoni
transzlokacioja kapcsan jott 1étre.

A fenti jelenség felvetette annak a lelsgtgét, hogy a medgfigyelt eltérések a Ph-
transzlokacio éitt alakultak ki. A 20. hdnapban CCyR jelentkezatfenti eltérések azonban
valamennyi sejtben perzisztaltak. A beteg perigrigermintajan, B-sejt mitogénnel,
tetradecanoyl-forbol-acetattal (TPA) tortént 3 rapstimulaciot koveéten elvégezve a
vizsgélatot az eltérések valamennyi sejtben megliggtiek voltak a Ph-transzlok&cié nélkil.

A beteg tovabbi kovetése soran CCyR mellett a mudels valasz fokozatos csokkenést
mutatott, a 76. honapban major molekularis valdskudt ki, mely a kovetés legutdbbi

alkalmakor, a 96. honapban is fennallt.
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12. &bra A beteg citogenetikai eltérései

A: A kezelés 12. honapjaban elvégzett karyotipraka Ph-transzlokacié mellett t(2;5), t(6;12),
valamint der(13;14) mutatkoztak. B: A perifériag VéPA-stimuléciojat kovét vizsgalata a 20.

hénapban. A kordbban a Ph-transzlokacid6 mellett fignegJt valamennyi transzlokacié

valamennyi Ph-negativ sejtben is megfigyeihetilt.

Tekintettel arra, hogy a Ph-transzlokaci6 melletegfigyelt harom transzlokacio
konstitucionalis jellefy eltérésnek iint, a beteg 7 csaladtagjanak — édesanyjanak, két
testvérének, két gyermekének, valamint kisebbikérBv két gyermekének — periférias
vérmintajat is megvizsgaltuk TPA-stimulaciot késet (3. abra). Egy kivételével
valamennyi csaladtag legaldbb egy konstitucioreéérést hordozott, a der(13;14) 6t, a t(2;5)
harom csaladtagban volt kimutathatdé, mig a t(6;kRardlag a beteg sejtjeiben volt

észlelhab.
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't(Z;S) 0der(13;14) 01‘(6;12) f /;mm vizsgdltuk
v

13. abra. A beteg csaladfaja
A beteg (II.1.) csaladjanak harom generaciéjabarcs@ladtagot vizsgaltunk. A periférids

vérmintak TPA-stimulaciojat kévéen legaldbb 10 metafazist elemeztiink.
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4.6. Ph-pozitiv és negativ sejtekben egyszerrafleézs 8-as triszoOmia

4.6.1. 50 éves férfi esete

Az 50 éves férfi extrém leukocytosis, sulyos sptaagalia, valamint hepatomegalia miatt
kerdlt kivizsgalasra 2005 decemberében, melynelansaronikus fazisi CML igazolodott.
Plazmaferezis, majd 2 hetes hydroxyurea kezelésetb@n imatinib terapia indult 400
mg/nap dozissal. A kezelés &6 honapja soran teljes hematoldgiai valasz elénésiett

leukopenia és thrombocytopenia alakult kiérezébbszor is a dbzis csokkentésére volt
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14. dbra A harom abnormalis klon

A karyogrammokon Ph+, Ph+/+8, valamint Ph-/+8 ndtek figyelhetk meg. A FISH
abrakon a zdld és a piros jelek a BCR-ABL DF, agdlskék a CEP8 szondanak felel meg.
A: Ph+ sejt +8 nélkil. B: Ph+ és +8-at tartalmagjb. <: Ph- és +8-at tartalmazé sejt.
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szikség. A sejtszamok rendeeését kovdten a 6. honapban vissza lehetett térni a 400
mg/nap dozishoz. Ekkor, mCyR fennallta mellett &ragzdmia (+8) jelentkezett Ph+ és Ph-
sejtekben egyarani4. abra,5. tablazaf). A 13. hénapban a citogenetikai valasz mégeéze
mellett egy Uj klon jelent meg, mely duplikalt Pleknoszomat tartalmazott.

A 25. honapban csupan mCyR allt fenn, +8 mind a, Itid a Ph- sejtekben tovabbra is
megfigyelhed volt, ekkor dasatinib kezelés indult. 6 honapp&®kb CCyR jelentkezett, a
+8 triszdmia tovabbra is megfigyellbatolt a Ph- sejtekben.

A 45. honapban, a dasatinib kezelés 20. hénapjdnairothorax és leukopenia
jelentkezett, melyek miatt a&tmenetileg szuneteltkéallett a kezelést. 2 honappal kbb a
molekuléris vizsgélatok a terapids valasz romlasatattdk, a dasatinib kezelés csokkentett
dozisban ujraindult. A legutébbi alkalommal, a Kéze55. hdnapjaban a FISH vizsgalat a
periférias vérben 2,69BCR-ABL1pozitiv sejtet mutatott ki, az RQ-PCR vizsgéalataso
4,96%BCR-ABL1/ABLJarany igazolodott.

Retrospektiven keit kivételével valamennyi mintan konszekutiv FISH sgalatot
végeztink egyedi sejt szinten +8BSR-ABL1ltranszlokacié iranyaban. A diagndziskor a 8-
as triszomiat hordoz6 sejtek aranya nem haladta aetgsgalat alpozitivitasanak féls
hatérat, am az 0Osszes tobbopdntban az eltérés mind a Ph+, mind a Ph- sejtekben
kimutathato volt . tablaza.

A 13., a 19. és a 25. honapbaBL1 kinaz domén mutacié irAnyaban szekvenalast
végeztink, negativ eredménnyel. A kovetés soranalkalommal tértént cristabiopsia,
melynek kapcsédn a szOvettani vizsgalat valtozé os8gu hypocellularitast irt le, de

myelodysplasias szindromara utal6 jel nem mutatkozo
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FISH eredmények

Karyotipus Ph+/
+8

+8

46,XY, 1(9;22)(q34;q11)[31] 96,2% | 1,4%* | 0,4%* 2,0%
46,XY[1]
46,XY,1(9;22)(q34;911)[13]
47,XY idem,+8[5] 458% | 19,9% | 2,5% 31,8%
47, XY,+8[1]

46,XY[2]
46,XY,1(9;22)(q34;q11)[2]
47,XY,idem,+8[14] 2,0% 11,0% 10,8% 76,2%
47,XY,idem,+der(22)t(9;22)[2]
48,XY ,idem,+8,+der(22)t(9;22)[2]
46,XY,1(9;22)(q34;q11)[4]

47 XY ,idem,+8[12]

47 XY,+8[3]

46,XY[1]
46,XY,1(9;22)(q34;q11)[4]

47 XY ,idem,+8[11]

47 XY,+8[1]

46,XY[4]

47 XY,+8[2]

31 09% | 27% | 43% | 92,1%
46,XY[18]

13

19 12,3% 8,5% 6,5% 72,7%

15,5% | 30,9% 57% 47,9%

46,XY,1(9;22)(g34;q11)[1]
47,XY,idem,+8[1]

36 NT NT NT NT
47,XY,+8[3]

46,XY[4]

42 NI NT NT NT NT

478 NI 20,7% | 0,8% 21,6% | 56,9%

5. tAblazat Az 1. eset kapcsan végzett citogenetikai vizsghla

RoviditésekIM, imatinib; DA, dasatinib; NI, nem informativasgalat; NT, nem tortént vizsgalat.
* Ezek az eredmények nem haladjak meg a FISH &lpitasanak fel§ hatarat (2,2 %).

*A dasatinib kezelés indulasanakntja.

§Hydrothorax és cytopenia miatt a dasatinib déasakkenteni kellett.

44



4.6.2. 40 éveshesete

A 40 éves fibeteg esetében izlleti fajdalmak hatterében exinéméki leukocytosissal
(400 G/1), valamint Iép-, és majmegnagyobbodassdl, jkréonikus fazisi CML igazolddott.
Plazmaferezis, illetve egy hetes hydroxyurea kazeién 400 mg/nap ddzisa imatinib kezelés
indult. A kezelés 6. honapjaban teljes hematolégélasz Iépett fel citogenetikai valasz
nélkil, ezért az imatinib dézisat 800 mg/nap-ra legke Két héttel késbb sulyos cytopenia
miatt a ddzist csokkenteni kellett. A 12. hdnapb@ardbbra sem volt citogenetikai valasz, igy
a dozist ismét 800 mg/nap-ra emelték.

A 16. hénapban mCyR mellett +8 jelent meg Ph+ éssBjiekben egyaran®.(tablazai).

A 29. hénapban tovabbra is csak mCyR allt fennrtetasatinib kezelés indult. 7 honappal
késgsbb tovabbra is csupan mCyR volt megfigyethed +8 kizardlag Ph- sejtekben volt
lathatd. A citogenetikai valasz csupan az 55. hbaapavult PCyR-re, ekkor a +8 ismét
megfigyelhed volt mind a Ph+, mind a Ph- sejtekben. A kdveeggitobbi alkalméaval, a 65.
hénapban a FISH és az RQ-PCR MCyR hianyat jele@@ld % és 20,82 9BCR-ABL1
pozitivitas, illetveBCR-ABL1/ABLfarany).

A terapia el§ 36 honapjanak 7 mintgjan, valamint a legutolsétamrkonszekutiv FISH
vizsgalatot végeztink +8 &CR-ABL1transzlokacio iranyaban. A diagndziskor, illetvé.a
hénapban a +8-at hordozo sejtek arAnya nem hateeliga FISH vizsgéalat alpozitivitasanak
felsé hatarat, a tobbi mintdban azonban mind a Ph+, miRd- sejtekben kimutathato volt az
eltérés 6. tablazal).

Négy alkalommal (6., 23., 29. és 36. honap) torédBIt1 kinaz domén mutacio iranyaban
szekvenalds negativ eredménnyel. 9 minta kapcs&ordved szbvettani vizsgalatara is sor
kerilt. A valtozé sulyossagu sejtszegénységet mutatintdkban myelodysplasias

szindrémara, vagy csontvefibrosisra utal6 jelek nem mutatkoztak.
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46

FISH eredmények

Karyotipus Ph+/
+8
+8

0 46,XX,1(9;22)(q34:911)[9] 84,3% | 13%* | 01%* | 14,3%
46,XX,1(9;22)(g34;911)[26

6" ( J(@34:q11)[26] 70,8% 1,0%* 1,4%* 26,8%
46,XX[1]
46,XX,1(9:22)(g34:;911)[19

12 ( )(@34:q11)[19] 69,7% 1,5% 1,7% 27,1%
46,XX[1]
46,XX,1(9;22)(q34;911)[10]
47 ,XX,idem,+8 [1]

16 52,9% 1,6% 6,4% 39,1%
47 XX,+8[3]
46,XX][5]

23 47 XX, +8[1] 1,8% 0,1% 9,1% | 89,0%
46,XX,1(9;22)(q34:911)[7]

29° 47.XX.idem,+8 [1] 67% | 13% | 347% | 573%
47, XX,+8[7]
46,XX[5]
46,XX,t(9;22)(q34;911)[9]

36 47 XX, +8[4] 19,8% 0,6% 17,0% 62,6%
46,XX]8]

43 NI NT NT NT NT
46,XX,1(9;22)(q34;911)[10]

49 47,XX,+8[2] NT NT NT NT
46,XX[8]
46,XX,t(9;22)(q34;q11)[4]
47, XX,idem,+8 [1]

55 NT NT NT NT
47, XX,+8[8]
46,XX[6]

65 NI 9,8% 9,1% 1,3% 79,8%

6. tAblazat A 2. eset kapcséan végzett citogenetikai vizsghlat

RoviditésekIM, imatinib; DA, dasatinib; NI, nem informativasgalat; NT, nem tortént vizsgalat.

* Ezek az eredmények nem haladjak meg a FISH &lpitasanak fel§ hatarat (2,2 %).

Az imatinib dézisat 800 mg/nap-ra emelték, de 2ehé&egbb 400 mg/nap-ra kellett csdkkenteni.

SA dasatinib kezelés indulasanakjiontja.




5. Megbeszélés

5.1. A FISH szerepének meghatarozasa a CML monialéasa kapcsan

A CML nyomonkovetésének alapja a citogenetikai sAlaneghatarozasa, melynek
modszere a csontvilsejtek karyotipizalasa. A teljes citogenetikaiagz elérése kedvéz
hosszutava tuléléssel tarsdl7). A vizsgalathoz a csontvelspiraciojara van szikség, ami
invaziv és kellemetlen beavatkozas. Raadasul, atelesl5 — 20%-aban nem sziletik
informativ eredmény, kiléndsen a terapia elejénikamgyakori a sejtszegény csonttiel
kép.

A karyotipizalas mellett a nemzetkdzi ajanlasokR&2-PCR vizsgalatot irjdk &la CML-
es betegek nyomonkodvetéséhez. Az RQ-PCR periféri&snintan is végezh&t igy
elkertlhet a csontvdli aspiracié. A vizsgalat rendkivil érzékeny, igyC&yR elérését
koveten is nyerhét prognosztikai informacio.

Az RQ-PCR és a karyotipizalas eredményei szorosekmiot mutatnak, altalanosan
elfogadott, hogy a Nemzetkdzi Standardizalt Skalarl%-osBCR-ABLlexpresszié CCyR-
nek, a <10%-o0s MCyR-nek felel meg3]. Az dsszefliggés azonban alacsony szenzitivitassal
bir, >1% BCR-ABL1lesetén is fennallhat CCyR, kulondsen a terapialdtezszakaszaban,
amikor a citogenetikai valasznak kiemelt prognésitiszerepe van2( tabldza). Ha a
molekuléris vizsgélatra alapozva hatarozzuk megogenetikai valasz mértékét, és ezaltal a
terapia hatékonysagat, az esetek eqgy részébenoilatlakul kerll sor terapias valtasra.

Szamos tanulmany szamolt be a FISH és a karyol#siZézotti eredmények szoros
linearis korrelaciojarol@s, 66, 67. A linearis korrelacio fennéllta azonban nemé&gdénal
jelent a mindennapi gyakorlatban hasznosithatéilgfedértéket. A legtbébb tanulmany a
karyotipizalashoz képest a FISH fokozott érzékeggee 6sszpontosit, tovabbi prognosztikai
informacio kinyerését reméli, noha a nagyobb émg&ég nem feltétlentl jelent pontosabb
prognozist.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy peld@rérmintdn dupla fuziés szondéaval
végzett FISH vizsgalat sordn 1%, illetve 15%-osaté@atéket hasznalva a CCyR, illetve az
MCyR fennallta megfelél biztonsaggal megitélhiet A FISH esetében ritkabban fordubel
alnegativitas a CCyR felismerésének tekintetébent RQ-PCR esetén, igy FISH vizsgalatot

hasznalva kevesebb beteg esetében jelentjik dsddva terapias kudarcot.
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A dupla faziés FISH szonda esetében a leukémiéskselmintdzata alapvétfontossagu.
A kulénb6z jelmintdzatok esetében a normalis sejteken végzetigdlatok alapjan az
alpozitivitas fel$ hatara tobb mint egy nagysagrendnyi kilonbségetatm@8. abra). A
kiindulasi FISH jelmintdzat ismerete nélkil végzatgtomonkévetés sulyos diagnosztikus
tévedéseket eredményezhet.

A karyotipizalds tovabbra is a legfontosabb vizagal CML-es betegek nyomonkovetése
soran, prognosztikai értéke nem valthatdé ki masgalatokkal. Abban az esetben azonban,
amikor a karyotipizalas nem ké&ln informativ, a periférias vérmintan végzett FISHRQ-

PCR-hez képest megbizhatébban képes megjosolnyR Gletve az MCyR fenndlltat.

5.2. Az automatizalt és a manualis FISH analizissédehasonlitasa

A FISH segitségével interfazisban désejtekben is kimutathatok kiegyensulyozott
transzlokaciok, a sejtek tenyésztése nélkil. A médsegitségével a minimalis rezidudlis
betegség nyomonkovetése is lehetséges, hiszenyatip@aldshoz képest joval tobb sejt
vizsgalhato 7, 68, 69. A FISH vizsgalat eredményeinek konfidencia wmédumat
alapveben befolyasolja a megvizsgalt sejtek szama, aminékelésével a vizsgalat
precizithsa emelkedik. A manudlis analizis azonioéigényes, a jelmintazatok értékelése
tapasztalatot igényel és némileg szubjektiv, togédlmegvizsgélt sejtek szamanak novelése
rendkivil munka-, és égenyessé teszi a vizsgalatot.

Munkank soran megvizsgaltuk az automatizalt FISHliais lehebségeit és korlatait,
meghataroztuk a sejt-, a jelfelismereés, valaminel@volsdgok mérésének precizitasat, €s
dsszehasonlitottuk az analizis eredményeit a margréékelésével.

Az automatizalt analizis a sejtek nagyjabdl 11%eanh ismerte fel helyesen. Ezek a sejtek
kilogtak a vizsgalt latotédd, vagy DAPI jel6bdésik intenzitdsa nem volt megféleBar a
manualis értékelés soran a vizsgalatbdl kizartrsejok aranya alacsonyabb, ez 6nmagaban
nem befolyasolja a vizsgalat eredményét, hiszerejamagok kihagyasa a pozitivitastol
fuggetlendl tortént. A sejtmagként felismert objgkbk jelents hanyada valojadban egynél
tébb, egymashoz tapadt sejtmagnak felelt meg. Eaek objektum terlletét és az
excentricitasat mutaté pontdiagram alapjan konmgdismerhednek bizonyultak, interaktiv

kizarasuk gyors és egys#erolt.
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A jelfelismerés a sejtmagok 69%-aban volt sikefetévedések az esetek 99,7%-4ban két
piros, két zold jelszamtdl eli@reredményeztek, ezek kizardsa utan a sejtmagék®8ban a
jelek helyesen keriltek felismerésre.

A fazios jel felismerésének alapja a kulonb@zini jelek k6zotti legkisebb tavolsag volt.
A tavolsag optimalis hatarértékének meghatarozasdbljes meértékben negativ, illetve
pozitiv sejtpopulécidra volt szikség. A Ph+ sejlak szuszpenzidi varhatéan 100%-ban
pozitiv sejtmagokat tartalmaznak, de rendszerint amdicionalis eltérések komplex
jelmintazatot eredményeznek, melyek felismerésecsalay hatasfoki az automatizalt
rendszerrel. Az altalunk hasznalt SD-1 sejtvonaitéiaban volt a legalacsonyabb a helyesen
felismert jeleket tartalmazo sejtek aranya. Altémngozitiv kontrollként olyan CML-es
betegek mintait hasznaltuk, melyekben a Ph-kromoszduplikacioja is jelen volt. Az ezt az
addiciondlis eltérést tartalmazo6 sejtek kizarolaglek szama — 3 piros 3 z6ld — alapjan is
felismerhebk voltak, hiszen a normalis sejtekben ilyen jelszéiéfiordulasanak minimalis a
valGsziriisége.

Az automatizalt analizis alpozitivitasi aranya @6)7/megfelel az irodalomban fellelléet
manualis alpozitivitasi aranyoknak’(Q, 71, 72. A vizsgalatunk soran észlelt manudlis
alpozitivitasi arany (5,8%) ehhez az értékhez ko2efépi és a manualis alnegativitasi arany
5,5%, illetve 2,7% volt. Feltételezléethogy a manuadlis vizsgalat alacsonyabb alpoztsvit
és alnegativitasi ardnyanak hatterében a vizsgéb@uitsaga allt; az irodalomban is jol
ismert és targyalt jelenség, hogy a manualis éiésksran a mintaban gyakori sejtek helyes
felismerése nagyobb vals#Béggel torténik, mint a ritkabbake3j.

A manudlis vizsgalat sordn a harom fliggetlen érdéedmeényei jelefis interobszerver
variabilitast igazoltak, mely meghaladja a mintalig fakadd, varhaté hibakat. Az
automatizalt analizis esetében az eredmények vaaaht kizarélag a 200 sejt vizsgalatabdl
fakado pontatlansag magyarazZadbra).

Az irodalomban egy munkacsoport két, hasonld, aatmalt FISH analizist részletesen
leird publikacidjat talaltuk. Lukasova és munkatér@4) 3D méréseket végeztek BCR és
ABL jelek kozott. Tanulmanyukban O,jum-es hatarértéket hasznaltak, mely a mi
munkankban megéallapitott, optimalis hatarértékdeslesebb. Ennek magyarazata az lehet,
hogy az altaluk vizsgalt sejtmagok atlagosan kiskhbimltak, mint a mi tanulmanyunkban
vizsgalt sejtmagok (4,7 vs 8,0m). Alnegativitasi adatokat, illetve a hibas jeleterés
aranyat nem kozolték, alpozitivitasi aranyuk 17,664. Kozubek 75) 2D automatizalt FISH
analizist alkalmazott BCR-ABL1transzlokacié kimutatasara. A jeltavolsag hatékértitt is

0,5 um volt. Az alpozitivitas ardnya 5% volt, a sejtietve a jelfelismerés hibait nem
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kozolték. Az automatizalt és manudlis analizis ékagonlitdsara egyik publikaciéban sem
kerdlt sor.

Osszefoglalasképpen kijelentbiethogy elfogadhaté pontossagi automatizalt FISH
analizis lehetséges. Bar az alpozitivitasi és ateitpsi arAanyok nem jobbak, mint a
manudlis analizis esetében, de kikliszobélhet vizsgalok kozotti variabilitas, igy az
eredmény precizitasa mar 200 vizsgalt sejt esetébéavul. Az automatizacié a vizsgalt
sejtszam jeleids novelését is leh&té teszi, aminek hatart csupan az informatikaién&ttab.
Raadasul, az automatizalt analizis soran mindervizegglt sejtmagrol digitalis felvétel is
készll, igy nem csak az értékelés, de a dokumentécimegvaldosul. A sejtmagok
koordinatainak rogzitésével relokalizicids vizsgMais lehebvé valnak, igy akar

immunfenotipizalassal, vagy tovabbi FISH vizsgdtatd kombinalhaté a FISH analizis.

5.3. Az imatinib rezisztencia okainak vizsgalata

A 48 imatinib-rezisztenciat mutaté beteg vizsgalatpjan a Ph-transzlokacié tipusa, a
toréspontok kozelében kialakult intersticialis del& nem mutattak eltérgyakorisagot a
rezisztenciat nem mutato, krénikus fazisi CML-estepekhez képest. Ez alapjan
feltételezhet, hogy a fentieknek nincs prognosztikai jetes#ige. Ez a kovetkeztetés egyezik
az irodalmi adatokkal7@).

A fentiekhez hasonl6éan a b2a2, illetve a bIB2R-ABL1 transzkriptumok jelenléte,
illetve hianya sem mutatott eltégyakorisagot a rezisztens, illetve a rezisztenwadih mutato
esetek kozott, igy vélhe&gn nem mutat 0Osszefliggést a terapias valasszalonldas
kovetkeztetésre jutott Polampalli7q). Néhany tanulmany azonban felveti annak a
lehetiségét, hogy az b3a2 pozitiv esetekben a teraplaszvlassabban kdvetkezik bes(
79).

A rezisztens betegek 29%-aban figyeltink mAgL1 kindz domén pontmutaciot. Az
irodalomban a mutaciok gyakorisdga tadg tartomanylzdn— 90% kozoétt valtozik, attol
fuggéen, hogy milyen fazisban, milyen sZincitogenetikai, vagy hematolégiai) rezisztenciat
vizsgaltak 60; 80, 81, 82, 8B

A betegek csupan 13%-aban (6/48) lehetett a megifigpntmutacio feléls az imatinib
rezisztenciaért, hiszen a tobbi esetbernsl@sjelent meg, mint maga a rezisztendiem
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zérhato ki annak a lehietege, hogy az adott mutacio vizsgalatunk érzékenysgara alatti
mennyiségben mar a rezisztencia észlelééd & jelen volt. A rezisztencia azonban a
rezidualis leukémias klon felszaporodasat jelemdi;ilyenkor nem dominans egy mutéaciot
hordozo sejtklon, akkor aligha lehet félela nem megfelélterapias valaszért.

A fenti eredmény meglépannak fényében, hogy &BL1 kinaz domén mutéciokat a
TKI-rezisztencia egyik leggyakoribb okaként tartjgkAmon, de szamos tanulmany felveti
annak a lehéségét, hogy a mutaciok nem kodzvetlen okozoi a zemigianak, inkabb a
rezisztenciahoz vezetgenetikai instabilitds indikatoraB4). Willis (85) TKI-kezelés etti
mintakban mutatott ki pontmutaciokat. Az esetekpésu40%-aban volt megfigyelléet
betegek nyomonkoévetése soran a kiinduldskor ésmlgfacid, amit a mutans klon szelekcidja
kapcsan varnank. A pontmutaciok jelenléte dsszefsiggutatott addicionalis citogenetikai
eltéresek megjelenésével, de a varhatd terapiaasszdl nem. Bfordul, hogy olyan
pontmutacio figyelhét meg, melyin vitro imatinib szenzitiv§6). Khorashad és munkatéarsai
12 eset kozll 4-ben nem észlelték a kordbban kiottitpontmutécié klonalis szelekcidjat,
ami pedig minden olyan esetben elvarhatd lenne,k@ma jelenség a rezisztencia
kialakulasaért feléks 87).

A rezisztenciat mutaté betegek 46%-aban (22/48h-&rdhszlokacid mellett megjelén
addiciondlis citogenetikai eltérés igazolddott.4BAesetben a Ph-kromoszdma duplikécidjét,
1/48 esetbenBCR-ABL1 amplifikaciot figyeltink meg, mely gyakorisagok soaloak
Hochhaus éltal leirt gyakorisagokhoz: 7/32, illeivg2 £9).

Szamos tanulmany gyakori rezisztenciat okoz6 mddelsujelenségkeént tartja szadmon a
BCR-ABL 1tulexpressziojat88), bar a definicidja nem egységesjnllént a tllexpresszid és
az amplifikacié fogalma is 6sszemosodi’) Hochhaus a kiindulasi értékhez képest >10x
novekedést tekintett tulexpresszion®CR-ABL1/G6PDHaranyt szamolva5@). Bianchini
meghatarozta az expresszios index (RQ-PCR/FISH nehey) megoszlasat CML-es
betegekben. Azokat tekintették tulexprimaltnak, |admo expresszids index meghaladta a 90
percentilist 64). Hasonlé mddszerrel végezve vizsgalatot 7 eseéiszieltinkBCR-ABL1
tulexpressziot, mig a rezisztenciat nem mutato ekben a gyakorisag 3/46 volt. A
gyakorisagok kozott statisztikailag szignifikangéets nem igazolddott, eredményeink nem
tamasztjak ald BCR-ABL1tulexpresszidjanak ezzel a modszerrel t@rtereghatarozasanak
|étjogosultsagat.

Az imatinib rezisztenciat mutaté esetekben a legban klonalis evolucio, illetve az
ABL1 kindz domén pontmutacioi mutathatok ki, de negyértelni ezek oki szerepe. 14

esetben semmilyen citogenetikai, vagy molekulari¢érést sem sikerllt igazolni.
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Feltételezhét, hogy a nem megfelelterdpias valasz hatterében gyakran a mindennap
hasznalandd, enyhe mellékhatast gyakran okoz6 gyégyem kell rendszerességzedése
allhat.

5.4. A ritka BCR-ABL1 téréspontok prognosztikai ggltdségének vizsgalata

Az in vitro vizsgalatok alapjan a p190 (m-BCR-ABL1), és a pZROBCR-ABL1)
fehérjék a szokvanyos, p210 (M-BCR-ABL1) fehérjéhlezpest eltér transzformacios
képességgel birnak. Ezek, és némely klinikai mggfies alapjan felmerll a leléstge
annak, hogy a kulonb&zZBCR téréspontok, és ezaltal a fazidés fehérjében medjekelté
hosszlusagu BCR fragmensek befolyasolhatjgk az ¢kdmdegség fenotipusat, valamint
Klinikai lefolyasat.

Melo (89) tanulmanya arra utalt, hogy a p190 pozitiv CM&raps vonasaban a kronikus
myelomonocytas leukémiara hasonlit; jetesnnonocytosis jellemzi. Egy masik vizsgalatban
25 eset kozul45) 12-ben figyelték meg a fenti jelenséget. Az aitil észlelt harom p190
pozitiv CML-es beteg egyike sem mutatott monocgtosi

Verma @6) 1292 CML-es beteg kozll 14-ben figyelt meg ela290 fehérjének
megfele) transzkriptumot. Ezek a betegek tirozinkinaz-@atkzelés mellett a szokvanyos
transzkriptumot hordozé esetekhez képest keitlamrbb terdpids vélaszt mutattak,
prognoézisuk rosszabb volt.

A p230-nak megfeléle19a2BCR-ABL 1transzkriptumot eredetileg a kronikus neutrophil
leukémiahoz hasonl6 CML-hez tarsitottak, melyrehengukocytosis, minimalis balratoltsag,
thrombocytosis, és kedu&zlinikai lefolyas jellem#. Nemrégiben azonban tobb el9a2+
CML eset kerllt ismertetésre, ahol a klinikai k§rgan progredialtdd). Az altalunk észlelt
el9a2 pozitiv beteg is ez utdbbi csoportba tartptiszen a korlefolyas keduéten volt.

Extramedullaris blasztos krizis e19a2 transzkriptaeilett korabban nem ker(lt leirasra,
esetlink az efsaz irodalomban. Az irodalomban felleltet2 e19a2 pozitiv beteg kdzil 18
akceleralt fazisba, vagy blasztos krizisbe keNihany tanulmany alapjan a kockazatbecslés
soran figyelembe kell venni az e19a2 mRNS, illgha80 fehérje mennyiségét, valamint a
transzkripciés heterogenitast is. Esetiinkben azazl®anszkriptum mellett el8a2 is

megfigyelhed volt. Harom hasonld beteg kozil kegyorsan blasztos krizisbe transzformalt,
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ami arra utalhat, hogy az alternativ transzkriptkjedenléte genetikai instabilitas, és ezaltal
kedvedtlen prognozis jele lehe9Q, 49.

Stabil CCyR négy beteguink koziul csupan egy esetébeheteq) jelentkezett imatinib
kezelés mellett. A harmadik és negyedik beteg szlagdnak és progresszidjanak hatterében a
BCR-ABLltranszloké&cié mellett megfigyelt addiciondlis edgek is allhattak, bar a harmadik
beteg esetében ezek az eltérések mér diagndzssjaden voltak ABL1 kinaz domén mutécio
csupan a harmadik beteg esetében volt kimutatbatd, progresszioéert ebben az esetben sem
tehet egyértelnien felebssé, hiszen csupan a blasztos krizis megjelenéseitir
kimutathatova, a teljes hematoldgiai valasz eldsstor még nem volt bizonyithat6 jelenléte.

Vizsgalataink arra utalnak, hogy az ela2 transakmipegyedili jelenléte kedvéiten
prognosztikai tényeéz A ritka BCRtoréspontok pontos jeléigége tovabbra sem tisztazott, a
prognézis megitélése soran az egyeb, mar ismeghpsatikai faktorokat is figyelembe kell

venni.

5.5. Egy konstitucionalis eltéréseket hordoz6 CMétég torténete

Vizsgalatunkban egy kulonleges CML-es beteg tot&nés csaladfajat mutattuk be.
Diagnoziskor aBBCR-ABL1transzlokacio mellett hat kromoszoméat éjritarom kilonbdg,
addiciondlis citogenetikai eltérés is megfigyethetolt, melyek a ké&bbi korlefolyast
erdemben nem befolyasoltak. Az eltérések kozil 6kedt beteg csaladjdban harom
generacioban is kimutathatonak bizonyult. Az eltéke valamennyi sejtben jelen voltak
egyéb abnormalitasok, kromoszoma fragilitas jeléikil. Egyik csalddtag sem mutatott
semmilyen hematoldgiai, vagy egyéb betegségre g6 a csaladban a spontan vetélések
magas aranya nem volt jellethz

A medfigyelt eltérések kozil a robertsoni transalk — der(13;14) — a beteg
édesanyjabdl szarmazhatott, €s magas penetrandigakdbdott a csaladban. A robertsoni
transzlokaciok, melyek az akrocentrikus kromoszoogkromerikus fazidjat €s a rovidkarok
elvesztését jelenti, a leggyakoribb konstituciasabetegséggel nem tarsuld citogenetikai
aberraciok. A klasszikus robertsoni transzlokadiéive a t6bbi, konstitucionalis reciprok

transzlokacio incidencidja az élveszuletettek kib@di% ©1).
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A betegben megfigyelt t(2;5) vélléein apai eredét penetranciaja magas, hiszen a beteg
mindkét gyermeke o6rokolte. A harmadik konstitucimnéeltérés, a t(6;12) kizardlag a
betegben volt megfigyelh&tneki viszont valamennyi megvizsgalt sejtiébernelolt.

CML esetekben egy-egy konstitucionalis eltérésasigként korabban is leirasra keriilt, a
leggyakrabban robertsoni transzlokaciok voltak nwggihetk (92, 93, 94 A 2l-es
triszOmiat leszamitva a konstitucionalis eltérédgla klondlis hematoldgiai betegségek kozott
0sszefliggés nem igazolha@®b( 96.

A betegben megfigyelt harom konstitucionalis ekégé&netikai instabilitadsra hivja fel a
figyelmet, mely allhatott a Ph-transzlokacié megjgise mogott is. Ez esetben a csalddon
belll a malignus betegségek rizikdja varhatéan selga mint az atlagos; erre utalé csaladi
anamnesztikus adat azonban nincs.

Esetiinkben a konstituciondlis eltérések a Phtakécio mellett jelentkdy
kedvedtlen prognosztikai értékkel bird, addicionalisaergett abnormalitasoknakrttek, a
4.4.3. fejezetben ismertetett esethez hasonléahematoldgiai malignitdsok citogenetikai
diagnosztikaja soran gondolni kell a ritkaiferduld konstitucionalis eltérésekre is, melyek

pontos bioldgiai jelerdsége, és a betegségekkel valé 6sszefliggéseéegpeim tisztazott.

5.6. Ph-pozitiv és negativ sejtekben egyszerrafkézs 8-as triszomia

Tanulmanyunk soran két CML-es beteget vizsgaltuamkik esetében 8-as triszOmia
egyszerre jelent meg Ph-pozitiv és negativ sejtekhdnarom abnormalis klon — Ph+, Ph+ és
+8, valamint +8 — a kezelés 6., illetve 16. honbajéjelent meg a két beteg esetében. Ebben
az idszakban mindkét betegnél az imatinib ddzisanak kesiiksét indoklé cytopenia volt
megfigyelhed. Mindkét beteg esetében az ELBI) ajanlasa alapjan terapias kudarc volt
megallapithatd, mindkét betegnél dasatinib kezeldslt. A legutolsé észlelésnél egyik beteg
sem mutatott teljes citogenetikai valaszt.

A CML-es esetek 2 — 17%-4aban citogenetikai abndtésalk jelentkeznek a Ph-negativ
sejtekben az imatinib kezelés atlagosan 3 — 47apjahan 97, 98. A leggyakrabban -Y, +8,
-7/del(7q), illetve del(5q) fordulnak &I(99). Bar a jelenség nem befolyasolja a betegek
tulélését, az esetek kis hanyadaban myelodysplaziadroma, illetve akut myeloid leukemia
alakul ki ©@7).
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Nem tisztdzott, hogy mi a Ph-negativ sejtekbemijkbt citogenetikai abnormalitasok
eredete. A tirozinkinaz-gatlok genetikai instaldgit okozhatnak tobbek kozott a normalis
ABL1 funkci6janak gatlasa revén, mely Ph-negationillis haematopoesist eredményezhet.
Ebben az esetben azt varnank, hogy a tirozinkidéld-gezelés idtartamaval aranyosard
jelenség gyakorisaga; ez azonban nem felel meg akogwtban észleltnek. Ritkan, de
interferon tergpia mellett is@brdulhatnak hasonlé abnormalitasdid(), igy a tirozinkinaz-
gatlok kozvetlen hatasa megké&elezhed. Lehetséges, hogy szerepik csupan annyi, hogy a
Ph-pozitiv klon elnyomasaval felfedik a mar korabkalakult Ph-negativ klonokat.

A Ph-negativ és pozitiv sejtekben egyarant kialal@sbs triszomia ritka jelenség, ezidaig
mindossze 10 eset kerllt leirdsra az irodalombamord esetben az egyik abnormalis klén
csupan egyetlen metafazisban volt felismeérhigty kilonallé kidbnkent csupan korlatozottan
ertékelhed (7. tablazal. Hat esetben a Ph-negativ abnormalitas 7 — 1apgpad az imatinib
kezelés megkezdése utan jelentkezett, egy esetl@@ndimgndziskor megfigyelh@tvolt
valamennyi abnormalis klén. Egy beteg nem részeaswidzinkindz-gatlé kezelésben. Egy
beteg a kezelés 11. hdénapjaban 8-as triszomiatohordPh-negativ blasztos krizisben
elhunyt.

A Ph-negativ és pozitiv sejtekben ugyanaz az sljéténléte felveti annak a leiségét,
hogy a Ph-transzloké&ci6 lehet méasodlagos eltérés-Gdm. Ennek lehésége mar korabban
is felmerdlt akut leukémia ritka eseteiben, ami&dPh-transzlokacio a diagnozist ke,
progresszioval tarsulva jelentkezeftOf). Fialkow mar 30 évvel ez#t kimutatta, hogy
CML-ben a Ph-negativ B-sejtek kdzott a leukémidiekleel azonos mintazata X inaktivaciot
mutatd, genetikailag instabil sejtek lehetnek jeEd?). Ez a jelenség is utal arra, hogy a Ph-
transzlokacio egy abnormalis, genetikailag instabiéjtben masodlagos eltéréskent
jelentkezik.

Egy genetikai instabilitast hordozo6, csondigbreleukémias kldbnban megjelenhet 8-as
triszOmia és Ph-transzlokaci6 is egymas utan, \egynastél fuggetlentib@, 103. Ennek a
lehetiségnek oriasi a terapids relevancidja, hiszen ebbheesetben a genetikai instabilitas
nem s#nik meg a BCR-ABL1 pozitiv sejtek elpusztitasavigy a hatékony tirozinkinaz-
gatlas mellett is szamithatunk a betegség vissgesébletve progresszidjara.

A két bemutatott esetben a megfigyelt cytopenidhanéyativ haematopoesis korlatozott
regeneratérikus képességére utalhat, ami lehetaa Biszémiat hordozé klon korabbi
felszaporodasanak a kovetkezménye. Erdekes modimukét beteg esetében a cytopenia
idején a csontvél mintakon elvégzett karyotipizalas, illetve intezis FISH vizsgalat

jelents eltérést mutatott. Mindkét esetben a karyotipgajdval magasabb aranyu Ph-
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pozitivitdst mutatott, mint a FISH. Egy lehetségemgyarazat a jelenségre az, hogy bar a Ph+
sejtek tulélése jeletisen lecstkkent, a Ph-negativ sejtek csdkkent pralifos aktivitasa
kovetkeztében az 0sztddo sejtek kdzott a Ph-pdasivmagas maradt. A csontyalstkkent
proliferacios kepességeére utal a mindkét beteglksrtmegfigyelt sejtszegény csondwvélep
IS.

A latottak alapjan felmerll annak a lebwdge is, hogy a Ph-negativ haematopoesis
korlatozott regenerativ képessége allhat a tegesatoldgiai valasz mellett megfigyelt lassu,
elnyujtott citogenetikai valasz hatterében olyaetesben is, amikor Ph-negativ klonalis

citogenetikai eltérés nem mutathato ki.

T [t Kdvetés
Szer#zk Kezelés megjelenése . Megjegyzés
. (h6)
(ho)
Gzoggét'a%(f” F, 59 1Y ke 12 6 Ph+ és +8 csupéan egyetlen sejtben
. Ph+/+8 és Ph-/+8 csupan egy-eqy
Bzrgélglaeotg 3 F, 64 1Y ke 14 14 sejtben mutatkoztak, killén
mintaban
al?elzrgg?ree?; F, NA IM 8,3 61,3 Ph+ és +8 csupéan egyetlen sejtben
Zaccaria et F. 65 M 0 11 blasztos krizis_ 8 hénapnal Ph-/+8
al., 2010 sejtekkel
(103 N, 43 IM 7 11 Ph+/+8 és Ph-/+8 kiilon mintaban
Casali et al.,
1992 (106 N, NA | IFN, BUS NA NA
Andersen et
al., 2002 F, 37 1Y 2k 10 14 Ph+/+8 és Ph-/+8 kiilon mintaban
(107
Bacher et al., N, 53 M 12 NA
2005 (@09 nd Ph-/+8 klon a kovetés végén
F, 46 IV 8 28 100%-ban volt jelen
Lin et al., nd akceleréacio a +8 klén
2006 (10 F, 61 IV 23 30 megjelenésekor

6. tablazat.Hasonl6 esetek az irodalomban
RoviditésekN, ns: F, férfi; IM, elssvonalbeli imatinib; IM™ masodvonalbeli imatinib, IFN, interferon, BUS,

busulphan; NA, nincs adat

Osszefoglalasként a bemutatott két eset arra Utadyy a Ph-transzlokacio lehet
masodlagos citogenetikai eltérés is CML-ben, |dgzita az esetek egy részében. Mindkét
beteg imatinib és dasatinib rezisztenciat is mtttabarABL1 kinAz domén mutacié nem volt
jelen. Mindkét beteg esetében klonalis evollciot vokgfigyelhet a Ph+ sejtekben, de

egyértelntt klonalis szelekcid, illetve progresszio nem vo#izlélhed az 54, illetve 64
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hénapos nyomonkovetés soran. Mindkét beteg Ph-ivelgainalis eltéréseket mutatott tobb
mint 30 honapon keresztil, anélkil, hogy myelodysigls szindréma jelei jelen lettek volna.
Tovabbi hasonlo esetek vizsgalata szikséges ahimgy kiderdljon, az ilyen betegek

kezelése kapcsan milyen stratégia a leghatékonyabb.
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6. Uj eredmények 6sszefoglalasa

1. Meghataroztuk a FISH lehetséges szerepét a Cjdimankovetésének soran. A
mobdszer segitségével akar periférias vérminta abaps nagy biztonsaggal meg lehet
hatarozni, hogy fennall-e major, illetve teljesogénetikai valasz, vagy sem. A kezelés
kezdetén a szuboptimalis valasz, illetve a terapi@darc pontosabban azonosithatdo a

karyotipizalas sikertelensége esetén FISH segiteégaint RQ-PCR-t hasznalva.

2. lgazoltuk, hogy a FISH vizsgalat érzékenységemeégbizhatdésaga javithatdo az
ertékelés automatizalasaval, hiszen az automalizacvizsgéalt sejtek szamanak jel@nt
novelését teszi leh&té, a raforditott i novekedése nélkil. Raadasul az interobszerver
variabilitast kikiiszoboli. Meghataroztuk az autoet BCR-ABL1 FISH analizis
rendszerének részletes specifikacioit, mely egyabsrlokaciok, illetve genetikai eltérések

automatizalt értékelésének is alapja lehet.

3. Megvizsgéltuk sajat beteganyagon az imatinibise¢éencia hatterében 4llé
molekularis, illetve genetikai téeny@zet. A leggyakoribb oknak a klondlis citogenetikai
evolucio bizonyult, azABL1 kinaz domén mutacio az irodalmi adatoknal némiegebb
aranyban volt észlelhit Szdmos eset kapcsan azt tapasztaltuk, hogyBaa kindz domén
mutécié nem feltétlenil okozéja az imatinib rezsmidnak, sokszor inkabb csupan az

indikatora a rezisztencia hatterében allo geneiristabilitasnak.

4. Megallapitottuk, hogy a ritkansédrdulé BCR-ABL1toréspontok nem jelentenek
egyértelnien kedveétlenebb progndzist. A kilénb6 BCR-ABLIMRNS és a megfigyelhiet

fenotipus 6sszefliggése tovabbra sem tisztazott.
5. Egy CML-es beteg, és csaladjanak vizsgalatansarkonstitucionalis citogenetikai
eltérések lehetséges szerepére, valamint az epekdm felmerid differencial diagnosztikai

nehézségekre mutattunk ra.

6. Két eset alapos vizsgalataval alatamasztotaikaafeltételezést, mely szerint a
Philadelphia-transzlokacio lehet masodlagos elt€id&-ben.
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7. Koszonetnyilvanitas

Kdszonettel tartozom témaveéetnek, prof. Pajor Laszl6nak, aki nem csupan
elinditotta tudoméanyos tevékenységemet, de folyasaat tdmogatta is azt, akit
megtanultam a tudomanyos igényiszta gondolkodas fontossagat.

Halasan kdszondom a Pathologiai Intézet minden ntard@nak a mindennapokban
nydjtott segitségért. Kiilon koszonettel tartozomczaa Agnesnek, Laszl6 Renatanak,
Rozsnyai Blankadnak és Kiss Robertanak, akik a nubdeis biologiai vizsgalatok terén
nyujtottak potolhatatlan segitséget. Készé6nom Hemdeiditnak és Kalasz Veranak a kitarto
és aldozatos munkat a citogenetikai vizsgalataknter

Kdszonettel tartozom dr. Méhes Gabornak, amiért itagenetika rejtelmeibe
betekintést nyerhettem, kdszoném dr. Kereskai 6aisd a barati segitségnyujtast. Halasan
k6sz6nbm dr. Alpar Donatnak azt a kollegialis sgjet, amit mind a munkam soran, mind a
dolgozat irdsa alatt folyamatosan nyuijtott.

Tovabba kdszonet illeti valamennyi hematologusédgdimat, akikkel a nap, mint nap
beklldétt mintak kapcsan folyamatos munkakapcsatatiitam és allok, illetve akik klinikai
tapasztalatara a tudomanyos munkam soran mindigaimithattam.

Végezetll szeretném halamat kifejezni sZeresaladomnak, akik tamogatasa és

megeértése nélkil ez a munka nem valdsulhatott vokeg
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