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1. Bevezetés

Az acut lymphoblastos leukaemia (ALL) a leggyakoribb malignus betegség
gyermekkorban. A gyermekkori ALL (pALL) kezelése kapcsan az utdbbi évtizedekben elért
eredmények Onmagukért beszélnek, az 5 éves tulélés az 1960-as években tapasztalt alig
10%-r61 mara 85-90%-ra emelkedett. Napjainkban a terapias cél mar nem csak a talélés
tovabbi javitasa, hanem a kevésbé agressziv terapiaval is sikeresen kezelhetd betegcsoportok,
a rizikdhoz-igazitott kezelés meghatarozasa.

Az immunolégiai és a molekuldris technikdk fejlodése lehetdvé tette, hogy a
morfologiai mddszerek érzékenységét meghaladod szinteken is kimutathato legyen a rezidualis
betegség. A minimalis rezidudlis betegség (MRD) a leukaemias sejtek legalacsonyabb szintje,
mely egy adott diagnosztikai eljarassal kimutathat6. A mddszernek lehetdleg el kell érnie a
10 — 10 érzékenységi fokot, vagyis egy koros sejt kimutatasara is legyen képes tizezer,
illetve szazezer sejt kozott. Az MRD vizsgalata nem csak azért fontos, mert a terapias
protokollok egyre nagyobb szamdban meghatidrozé tényezd, hanem azért is, mert a betegség
kimenetelének megjoslasaban is fontos szerepe van fiiggetleniii mas prognosztikai
faktoroktol. Az AIEOP-BMF ALL 2000 tanulmany a kloénspecifikus génatrendezddések valos
idejii polimeraz lancreakcio (RQ-PCR) analizisét, a BIOMED-1 tanulmany emellett a flow
citometrids immunfenotipizalast és specifikus kromoszoma transzlokacié jelenléte esetén a
fuzioés régio altal kodolt kiméra mRNS expresszidjanak valos idejli kvantitativ reverz
transzkripcidos PCR (RQ-RT-PCR) analizisét ajanlja az MRD monitorizalasara.

A sejt alapu modszerek koziil a flow citometrias (FCM) immunfenotipizalds gyors,
egyszerll és érzékeny modszer az MRD meghatarozasahoz. A modszer a leukaemiés sejtek
koros fenotipus expressziojanak kimutatdsan alapszik, ami kétségteleniil sok esetben jelen
van, de messze nem az Osszes PALL-es betegnél. Fontos, hogy a leukaemids sejtek
megkiilonboztetéséhez hasznadlt immunfenotipus ne essen egybe a normal lymphoid
sejtekével, figyelembe véve, hogy bizonyos immunfenotipusok, amelyek latszélag nincsenek
jelen egy egészséges donorbol szarmazo csontveld minta sejtjein, a kemoterapids kezelés utan
aktivan proliferalé csontvelében mar lathatova valhatnak. Az FCM megbizhatdsagat
befolydsold masik fontos tényezd a vizsgalat elvégzéséhez rendelkezésre allo sejtek szama.
Ha 10000 sejt koziil szeretnénk megtaldlni 1 leukaemids sejtet, akkor legalabb 100000
mononuclearis sejtet kell megvizsgalni, mivel minimum 10 leukaemids talalat kell az FCM

eredmények értékeléséhez. A hasznalt markereknek stabilan kell expresszalddniuk a



leukaemias sejteken, ugyanakkor a vizsgalatot végzonek tisztaban kell lennie azzal is, hogy a
kemoterapia hatdsdra markerek nyerése, illetve vesztése is el6fordulhat. A betegség lefolyasa
soran el6fordulhat az immunfenotipus megvaltozasa, ezért betegenként lehetéleg harom vagy
annal tobb kiilonb6z6 leukaemia-specifikus markert kell monitorozni a fals negativ
eredmények elkeriilése érdekében.

Egy masik igéretes, bar nem széles korben elterjedt sejt alapu modszer az MRD
monitorizalasara a pasztazo fluoreszcens mikroszkopia (SFM — Scanning Fluorescent
Microscopy). A modszer lényege roviden, hogy specifikus fenotipus alapjan szelektalt
sejteken — in situ jelolést, valamint relokalizaciot kovetéen — genotipus vizsgalat végezheto,
tehat egy jol koriilhatarolt fenotipushoz tartozé genotipust lehet analizalni. Eldre
meghatarozott keresési kritériumok alapjan nagy szamu sejt automatikus szkennelése torténik
meg. Eldszor az egyediilalld és az Osszetapadt sejteket kell elkiiloniteni a sejtmagok
morfologiai paraméterei alapjan, majd az autofluoreszcens objektumok kizardsa torténik meg.
Ezt koveti az immunfenotipizalas, igy a konszekutiv fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)
analizist csak az egyediilallo, nem autofluoreszcens, az adott markerre nézve pozitiv sejteken
értékeljiilk. Az immunfluoreszcens és a FISH jelmintdzat automatikus szkennelése révén
10" nagysagrendii sejt vizsgalhato rovid idén beliil. Mivel az SFM mind a feno-, mind a
genotipus vizsgalatara alkalmas in situ sejt alapt technika, ezért a flow citometria helyett ezt a
modszert hasznaltuk az MRD detektalasara.

Az antigén receptor génatrendezddések PCR vizsgdlata megbizhatd, pontos és a
gyerekkori ALL esetek dontd tobbségében hasznalhato modszer az MRD monitorizalasara.
Az atrendezddott immunglobulin (IG) és T-sejt receptor (TCR) gének sejtenként egy
kopiaban vannak jelen, igy valds idejii PCR technika alkalmazasaval az MRD igen pontos
meghatarozasa valik lehetdvé. A B-sejtes ALL (B-ALL) esetek tobb mint 90%-ban hordoznak
IG nehézlanc (IGH), kb. 80%-ban TCR-6 (TCRD), kb. 50%-ban TCR-y, illetve IG
konnytilanc — kappa deletald elem (IGK-Kde), 46%-ban TCR-o és 29%-ban TCR-B
génatrendez6déseket. Ugyanakkor az IG és TCR gének masodlagos atrendezddésen is
ateshetnek, ami oligoklonalitashoz vezet, azaz kiilonb6z6 klonélis IG/TCR gént hordozo
szubklonok alakulnak ki. Eléfordulhat, hogy egyes minor klénok rejtve maradnak a diagnozis
idején és csak a betegség lefolydsa soran valnak dominanssa és detektalhatova. Ezért a
nemzetkdzi ajanlasok két vagy tobb kiilonbozd atrendezddés vizsgalatat javasoljak. Bar a
leukaemids betegek tobbségénél valoban lehetdség van tobb marker azonositasara, az esetek

kb. 30%-aban ezek nem mindegyike detektalhato kell szenzitivitassal. Személyenként két



crer

iddigényes folyamat.

A leukaemids sejtek specifikus transzlokéacio jelenléte esetén is elkiilonithetok a
normal sejtektdl, mivel a fuzidos gének aberrans mRNS expressziojat eredményezik. A
modszer elénye a szenzitivitas mellett, hogy a molekularis eltérés €s a leukaemias klon kozott
szoros kapcsolat van, mely fliggetlen a terapia vagy klonszelekcid hatdsara bekdvetkezd
sejtszintli valtozasoktol. Ugyanakkor kromoszéma transzlokaciok a gyerekkori ALL esetek
csak kb. 30-40%-aban vannak jelen. Fontos tudni azt is, hogy a fuzids gén termékek csak
leukaemia és nem betegspecifikusak, ami egy esetleges kereszt-kontaminacié €és az ebbdl
szarmazo fals pozitiv eredmények felismerését igen megneheziti. Szintén a modszer hatranyai
kozé tartozik, hogy a leukaemids sejtek szama nem adhaté meg pontosan, mivel a leukaemias
sejtekben 1évd transzkriptumok szdma betegrdl betegre valtozik azonos ALL altipus esetén is.

Vizsgalataink soran a sejt alapi SFM, a DNS és RNS alapt PCR modszerrel mért
MRD eredményeket hasonlitottuk Ossze. A vizsgalatokat a gyerekkori ALL-ben
leggyakrabban el6forduld t(12;21)(p13;922) (ETV6/RUNX1) kromoszoéma transzlokaciot
hordozé betegcsoporton végeztiik el. Mig korabban arrol szamoltak be, hogy az ETV6/RUNX1
transzlokaciét hordoz6 esetek kedvezd kimeneteliiek, mas tanulmdnyok a relapszusok
el6fordulasi ardnya miatt ezt kétségbe vontak. Felmeriilt a kérdés, hogy a sejt, DNS és RNS
alapt, vagyis a harom kiilonb6z6 targettal rendelkezé modszerrel kimutathato-e valamilyen
heterogenitds ebben a betegségcsoportban, amely megmagyardzza az eltérd irodalmi

eredményeket.

2. Célkitiizések

1. A t(12;21) pozitiv pALL esetek azonositasa a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiali
Intézetébe érkezd csontveld mintak koziil RT-PCR-rel.

2. A t(12;21) pozitiv eseteknél klondlis génatrendezddések azonositisa, klonspecifikus
primerek tervezése.

3. A minimalis rezidualis betegség vizsgalata a fenti pALL esetek kdvetéses mintain
a. RNS alapi RQ-RT-PCR modszerrel,
b. DNS alapt RQ-PCR modszerrel,
c. sejt alapt SFM modszerrel.

4. Az egyes lépések gyakorlati nehézségeinek ismertetése konkrét példakkal szemléltetve.



5. A wvalés ideji PCR reakcidval mért RNS ¢és DNS alapt MRD eredmények
Osszehasonlitdsa, az esetleges eltérések lehetséges okainak feltarésa.

6. A valés ideji PCR reakcioval mért RNS és DNS alapt MRD eredmények
Osszehasonlitasa a sejt alapti, kombinalt feno- és genotipus vizsgalaton alapul6 pasztazo
fluoreszcens mikroszkopia soran mért eredményekkel, az esetleges eltérések lehetséges
okainak feltarasa.

7. Tobb szubklonnal rendelkezd beteg esetének bemutatasa.

3. Anyagok és médszerek

3.1. Mintak

A vizsgélatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetében diagnosztizalt,
acut lymphoblastos leukaemiaban szenvedd gyermekek csontveld mintdin végeztiik el. A
bekiildé intézetek a Pécsi Gyermekklinika, a Szegedi Gyermekklinika, a Szombathelyi
Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz és a Borsod-Abauj-Zemplén Megyei Korhaz
Gyermekegészségiigyi Kozpont Gyermekhaematologiai  és  Csontveldtranszplantacios
Osztalya voltak. A betegség diagnézisanak felallitasa a 2008-as WHO klasszifikacidé soran
rogzitett diagnosztikus elvek alapjan tortént. Prekurzor B-ALL fennallasa esetén eldszor a
t(12;21) pozitiv betegcsoportot azonositottuk, majd az 6 mintaikon végeztiik el a tovabbi
vizsgalatokat. A kezelési protokolloknak megfeleléen a diagnosztikus csontvel$ aspiratumon
kiviil a kovetkezd kovetéses idépontokban érkeztek mintak: a 15. napon (d15), az indukcids
blokk végén a 33. napon (d33), a Protokoll M/konszolidacios blokk elején a 12. héten (w12),
a késoi reintenzifikacio eldtt az 5. honapban (m5) és a teljes kezelés (fél év intenziv + masfél
év fenntart6 terapia) végén. Relapszus esetén a folyamat kezdddott elolrél. Minden gyermeket
az ALL IC-BFM 2002 protokoll szerint kezeltek. A vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges

irasos beleegyezést a gyermekek sziilei megadtak.

3.2. DNS és RNS extrakcio

A mononuclearis (MNC) csontvel6i sejteket stiriség gradiens centrifugalassal
valasztottuk el egymastol. 5x10° sejtet citospin preparatumok készités¢hez hasznaltunk. A
DNS-t friss vagy fagyasztott 1x10" MNC-bdl izolaltuk QIAamp® DNA Blood Mini Kit
segitségével a gyartd utasitasai szerint. A teljes RNS-t friss 2x10" mononuclearis sejtbél

nyertiik ki TRIzol® reagens felhasznalasaval a gyarté utmutatasa szerint.



i3.3. 1(12;21) RT-PCR

A reverz transzkripcid és a nested PCR elvégzéséhez az irodalomban leirt primereket
¢s protokollt hasznaltuk. Pozitiv kontrollként a t(12;21)(p13;q22) transzlokaciot hordozé6 REH
sejtvonalat, negativ kontrollként a K562 sejtvonalat hasznaltuk. A termékeket 2%-0s agardz

gélelektroforézissel azonositottuk.

3.4.1(12;21) RQ-RT-PCR

A t(12;21) pozitiv betegektdl szdrmazé RNS 1 pg-javal RT-PCR-t végeztiink
1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) felhasznalasaval. Ezt kovetéen a cDNS-t
LightCycler® rapid thermal cycler rendszerben amplifikaltuk. Az ETV6/RUNX1 fuzios
terméket fluoreszcens hibridizacios probak segitségével detektaltuk. A PCR-t a LightCycler®
FastStart DNA Master Hybridization Probes kit segitségével hajtottuk végre a gyartd
utasitdsainak megfelelden. A kezdeti denaturalas utan 50 ciklusbol all6 denaturalas, annealing
¢s extenzid kovetkezett, amit olvadasi gorbe analizis és hiités kovetett. Az RNS szintjét
ugyanabban a cDNS mintaban jelen 1évé human gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PDH)
RNS szintjével normalizaltuk LightCycler® h-G6PDH Housekeeping Gene Set segitségével.

3.5. IGH, IGK-Kde és TCRD PCR

A monoklonalis |G nehézlanc (IGH), IG koénnytilanc — kappa deletald elem (IGK-Kde)
¢és T-sejt receptor-6 (TCRD) génatrendezédéseket csaladspecifikus primerek felhasznalasaval
PCR és heteroduplex analizis segitségével azonositottuk. Negativ kontrollként 5 egészséges
donor periférias vér mintajabol izolalt MNC keveréke szolgalt, pozitiv kontrollnak a REH
sejtvonalat hasznaltuk. A kezdeti denaturalast 40 ciklus denaturalas, annealing és extenzio,
majd a végso elongacio és heteroduplex analizis kovette. A PCR termékeket a méretilk
alapjan poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk szét és 0,5 pg/ml etidium-bromiddal
tettiik lathatova.

Klonalis génatrendez6dés esetén a DNS terméket kivagtuk és GenElute™ Gel
Extraction Kit hasznalataval visszanyertiik a gélb6l. Ezt kovetden fluoreszcens szekvenalast
végeztink BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit segitségével ABI automata
szekvenalon a gyartd utasitdsainak megfelelden. A szekvenalast az esetleges gépi leolvasasi
hibak elkeriilése miatt mindkét iranybol elvégeztiik.

Az immunglobulin és az immunglobulin szupergéncsalddba tartozé6 TCR gének az un.
V(D)J-rekombinacio eredményeként jonnek létre germline variabilis (V), diverzitas (D) és

kapcsolodasi (J — joining) génszegmensekbdl. A tobb enzim részvételével zajlod
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V(D)J rekombinacié kézben a terminalis dezoxinukleotidil transzferaz enzim a germline
templattol fiiggetleniil nukleotidokat (N) kapcsol az dsszekapcsolodd D-J, illetve a V-DJ
szakaszok kozotti DNS lanchoz, emellett germline kodolt specialis palindroma (P)
nukleotidok addiciéja is megtorténhet. Leukaemidk esetén a monoklonalitas miatt
tervezhetiink klonspecifikus primert. A kapott szekvenciakban a germline V, D ¢és J
génszegmenseket a BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ¢és az IMGT

(www.imgt.org) online szekvencia azonositd programok segitségével hataroztuk meg. A

germline génszakaszok azonositasa utan klonspecifikus primert terveztiink a junkcionalis

régiora. A primer tervezésben segitségiinkre volt az Oligo 6 Primer Analysis Software.

3.6. IGH, IGK-Kde és TCRD RQ-PCR

A valés idejii PCR reakcidkat LightCycler'™ rapid thermal cycler rendszer
segitségével végeztiik el az irodalomban megadott germline reverz primerekkel és probakkal,
valamint az altalunk tervezett forward, a junkcionalis régiora specifikus primerekkel. A
termékeket kettds jelolésti fluoreszcens TagMan probdk segitségével detektaltuk. A probak
5’-végén FAM-ot hasznaltunk reporter festékként, a 3’-végiikkon pedig TAMRA-t, mint
quenchert. Normal MNC-b6él szarmazd DNS-t ill. steril vizet hasznaltunk negativ
kontrollként. A kezdeti denaturalast 50 ciklus denaturalas, annealing és extenzio, végil a
hiités kovette. A reakci6 érzékenységét ugy allapitottuk meg, hogy a diagnosztikus DNS-bdl
higitasi sort készitettink az MNC-bdl szarmazo negativ kontrollba, az érzékenységet a
legnagyobb, de még pozitiv reakciot ado higitas adta meg. Az albumin gént hasznaltuk a
mintdk kozotti mennyiségi és mindségi kiilonbségek korrigalasdhoz. Standard gorbéket a

Human Genom Albumin vizben torténd tizszeres higitasi sorabol nyertiink.

3.7. Immuncitokémiai preparatumok

Az SFM vizsgalatok elvégzéséhez 5x10° mononuclearis sejtbél  citologiai
preparatumokat készitettiink. Primér antitestként jelletlen egér anti-CD10 antitestet
hasznaltunk, a reakciot biotinilalt anti-egér antitest és avidin-FITC segitségével hivtuk el6. A

lemezeket 0,005 pg/ml Vectashield-DAPI oldattal fedtiik le.

3.8. Pasztazo fluoreszcens mikroszkopia (SFM)
Az automatizalt szkenneléshez és analizishez a 8 targylemezes motorizalt

targyasztallal, magas felbontdsu fekete-fehér CCD kameraval felszerelt Zeiss Axioplan
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2ie Mot mikroszkop allomast hasznaltunk, melyet a Metafer 4.0 szoftver miikodtetett
(képrogzités, feldolgozas, Citometriai mérések). A mikroszkop 100W-0s HBO lampaval,
DAPI, FITC, SpectrumGreen és SpectrumOrange filterekkel, valamint Zeiss Fluar 10x/0,5,
Plan-Neofluar 40x/0,75 objektivekkel volt felszerelve. A sejtmagok azonositasara és a CD10
detektalasara 10x-es objektivet €s a MetaCyte szoftver modult hasznaltuk.

Autofokuszalast kovetden a rendszer DAPI csatorndban érintkezd, atfedésmentes
képeket vett fel a preparatum teljes teriiletérél. Az objektumok X és Y koordinatait a rendszer
a késobbi relokalizacio céljabol rogzitette. Ezutan a sejtek atlagos pixelintenzitasat mértiik fix
integracios id6 (0,58 s) mellett a CD10-FITC szignal csatornaban, DAPI objektumonként. A
pixelintenzitast kontroll csatornaban (SpectrumOrange) is mértiik az autofluoreszcens
objektumok felismerése és kizarasa céljabol. A rendszer a DAPI, FITC és SpectrumOrange
csatornakban felvett képeket galériaban RGB (red-green-blue) formatumban is megjelenitette
az egyes csatornakban mért pixelintenzitasok eloszlasi hisztogramjaival egyiitt. Ennek alapjan
tudtuk a CD10+ sejteket elkiiloniteni a CD10-, illetve az autofluoreszcens objektumoktol. A
késobbiekben elvégzett ETV6/RUNX1 iFISH jeleket csak az egyediilallo, nem

autofluoreszcens, CD10+ objektumokon vizsgaltuk.

3.9. Interfazis fluoreszcens in situ hibridizacio (iFISH)

Az immuncitokémiai jel6lés utan ugyanazon a preparatumon interfazis fluoreszcens
in situ hibridizaciot (iIFISH) hajtottunk végre. A mintat Vysis LSl ETV6/RUNX1
atrendezédésre specifikus fuzios, kétszinli, extraszignalos probaval jeloltik a gyarto
utmutatasa alapjan.

A CD10+ sejtmagok relokalizaciojat a Metafer 4.0 szoftver segitségével végeztiik el a
tarolt X és Y koordinatak és a galériaképek alapjan. A relokalizalt magokat az Isis (In situ
imaging system) modul mind SpectrumGreen, mind SpectrumOrange csatornaban rogzitette.
Ezt kovetden elemeztiik a CD10+ sejtek FISH mintazatat. Negativ sejtmagokban 2 zold és
2 piros jelet lattunk, mig a transzlokaciét hordoz6 magokban egy flzids (sarga) és egy
extraszignal (piros) is megjelent a folyamatban részt nem vevd allélt jelzd 1-1 z6ld és piros jel
mellett.

Preparatumonként atlagban 27050 sejtet analizaltunk. A kombindlt modszer
szenzitivitasa 98,67%, specificitasa 99,97% volt. Ahhoz hogy egy sejtet pozitivnak fogadjunk
el kettds kritériumnak kellett teljesiilnie: mind a CD10, mind a t(12;21) pozitivitdsnak meg
kellett haladnia az 4tlag fals pozitivitas + 2SD kiiszobértéket, mely immunfenotipizalas esetén

0,21% + 2 x 0,15% = 0,51%, FISH genotipizalas esetén 15,80% + 2 x 0,75% = 17,30% volt.
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4. Eredmények

4.1. Mintak

Az elvégzett RT-PCR vizsgalat alapjan 14 ETV6/RUNXL transzlokaciot hordozo
prekurzor-B-ALL-es gyermeket azonositottunk, az ¢ kovetéses mintaikon végeztiik el a sejt,
DNS ¢és RNS alapu vizsgalatokat. A betegek életkora a diagnodzis idején 2 és 17 év kozott
valtakozott, az atlag 6,07 év, a nemek aranya 1:1 volt. Az atlagos kovetési idé 30,5 honap
(20-38 honap) volt. Egy betegnél alakult ki relapszus 24 honap kovetés utan, egy masiknal
pedig a betegség kezdete utan 27 honappal meningealis relapszus jelentkezett.

Mig a terapia megkezdése elotti diagnosztikus mintdkban igen nagy szamban voltak
jelen mononuclearis sejtek, addig a kezelés hatasara ezek szama a kovetéses idépontokban
mar jelentdsen lecsokkent. Sokszor a bekiildott anyag térfogata is igen valtozo volt, melynek
hatterében a csontvelovétel nehézségei allhattak. Olyan eset is eldfordult, hogy az
Osszsejtszam nem volt elegendd mindharom vizsgélat elvégzéséhez, ilyenkor mérlegelniink
kellett, hogy melyik vizsgalatot részesitsiik eldnyben. A dontés soran figyelembe vettiik, hogy
optimalis esetben RNS izolalashoz 2x10’, DNS izolalashoz 1x107, mig citospin preparatumok
készitéséhez ezeknél joval kevesebb, csak 5x10° sejtre van sziikség. Ugyanakkor az SFM
érzékenysége alacsonyabb, mint a masik két moddszer szenzitivitdsa. Ezen szempontokat
figyelembe véve minden ilyen esetben egyedi mérlegelés alapjan dontottiink.

Az MRD szintjét a kezeletlen mintdban (ez az érték a diagnézis idején 1,0 volt) és a
kiilonbozd kovetéses iddpontokban mért specifikus target mennyiségének az ardnya hatarozta
meg, ezaltal Ilehetdvée wvalt, hogy a kiilonb6z6 moddszerekkel mért adatokat
osszehasonlithassuk. A tumorhigulast (clearance) a specifikus target relativ mennyiségének

negativ logaritmusaként fejeztiik ki.

4.2. Az RQ-PCR és RQ-RT-PCR adatok 6sszehasonlitasa
A DNS alapti RQ-PCR modszerrel minden betegnél sikeriilt klonalis génatrendezddést
azonositanunk. Hat esetben egy, hét esetben kettd, egy esetben harom klonalis markert
talaltunk. Ha ugyanannak a mintanak a vizsgalata soran két vagy tobb fiiggetlen DNS-
markerrel kiilonb6z6 MRD szintet kaptunk, akkor a legmagasabb értéket vettiik figyelembe.
Az ETV6-RUNX1 mRNS relativ mennyisége a diagndzis idején nagyfokl variabilitast
mutatott, az atlag érték 4,59 (0,51-12,77) volt. A két kiilonb6z6é modszerrel mért tumor

clearance Osszehasonlitasakor a legalabb egy nagysagrendbeli eltérést vettiik kiilonbségnek.
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Hatbol két esetben lattuk ekkora kiilonbséget d15 esetén. Mindkét esetben az RQ-RT-PCR
eredmény a leukaemias sejtek nagyobb redukcidjat mutatta és egy beteg esetében a kiilonbség
a kovetkezd idépontban is fennallt. Kilonbség d33 esetén 12-bél 3 betegnél jelentkezett,
minden esetben az expresszid alapi mddszerrel mértiink alacsonyabb értéket. Két esetben a
kiilonbség w12 esetén is jelen volt. Szintén az RNS alapu mddszerrel talaltunk nagyobb tumor
dilticiot 14-bol 3 esetben az m5 idépontban. Osszességében 42-bdl 10 esetben (24%) talaltunk
legalabb egy nagysagrendbeli kiilonbséget €s minden esetben az RNS alapu modszerrel

mértlink alacsonyabb MRD szintet.

4.3. RQ-PCR, RQ-RT-PCR és SFM adatok osszehasonlitasa

A terapia megkezdése elott a CD10 és FISH pozitiv sejtek atlagban 82,88%-at tették ki
a mononuclearis csontvelSi sejteknek. Az SFM modszer fals pozitivitisa (3x10™) és az
altalunk meghuzott pozitivitasi kiiszob érték miatt (atlag+2SD = 9x10™) a sejt, DNS és RNS
alapu modszereket 107 és 10° MRD értékeken hasonlitottuk 6ssze. 107 hatarnal d33 esetén
az Osszes beteg negativnak bizonyult mindhdrom médszerrel, mig 107 értéknél ez csak az
RNS alaptt modszerre volt igaz. Ugyanezen az MRD szinten, de DNS alapu vizsgalattal csak
w12 idOpontra érte el az Osszes beteg a negativ tartomanyt. Mig az RNS és DNS alapu
modszerekkel 10° MRD szinten d33, illetve w12 idépontra az sszes beteg negativ lett, ezzel
szemben a betegek egy részénél a 107 feletti rezidudlis betegség SFM moédszerrel nem
csokkent zérova. Sot, ezzel a modszerrel és ebben az MRD tartomanyban az MRD pozitiv
betegek aranya 13%-16l 36%-ra ndvekedett wl2 és m5 kozott, mig a masik két modszerrel
nem volt detektalhat6 reziduum.

A betegek ezen csoportja m5 idépontban atlagosan kisebb tumor dilucios faktorral
rendelkezett (1,9 tartomany: 1,4 — 2,5) a wl2-nél latott értékkel (2,1) Gsszehasonlitva. Az
SFM-mel kimutathaté reziduummal rendelkezd betegek kozill mS iddpontban kettdnél
1,5 log, harom esetben 2,6-3,1 log kiilonbség adddott a DNS adatokkal Osszehasonlitva,
mig 2,9-4,2 nagysagrenddel magasabb volt a reziduum RNS-sel dsszehasonlitva. Osszegezve,
a DNS-RNS, illetve az SFM-mel mért target értékek kozott 1,5-4,2 log kiilonbség adodott a
14-bdl 5 betegnél mS idépontban.

Ha SFM modszerrel rezidualis leukaemias sejteket mutattunk volna ki, akkor azokat
az RNS ¢és DNS alapt moddszerekkel is detektalnunk kellett volna, hiszen a PCR alap
technikdk magasabb szenzitivitassal rendelkeznek. Ugyanakkor egy a transzlokaciot hordozo,
de még germline antigén receptor génnel rendelkezd, RNS-t nem expresszald preleukaemias

sejt a PCR alapi moédszerekkel nem detektalhato, mig SFM-mel igen. A FISH jelmintazat
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alapjan interfazis citogenetikai bizonyitékunk van arra, hogy az 5 betegnél w12 és m5
idépontokban az SFM modszerrel észlelt, dupla CD10-iFISH pozitiv sejtek valoban
leukaemia prekurzor sejtek és nem rezidualis tumorsejtek. Ahhoz, hogy a t(12;21)+ pALL
kialakuljon, az in utero 1étrej6vé monoallélikus atrendezdédéshez postnatalisan masodlagos
aberracio 1étrejotte sziikséges. Ez 75%-ban a normal ETV6 delécidja, mely a heterozigotasag
elvesztését (LOH — loss of heterozygosity) eredményezi vagy a fizidés gén duplikacidja. A
kérdéses 5 beteg kezeletlen mintaiban komplex citogenetikai eltérések voltak észlelhetok:
3 esetben atrendez6dés és a normal ETV6 delécidja, 1-ben dupla fazids gén és 1-ben az el6z6
két variaciot felvaltva hordozd szubklonok voltak azonosithatéak. Ezzel szemben ezen
betegek d33 utani kdvetési mintdiban a CD10+ sejtekben csak 1 fuzi6é és a megtartott ETV6

ill. RUNX1 allélok voltak jelen, mely nem leukaemias, hanem leukaemia prekurzor sejtre utal.

4.4. Tobb szubklénnal rendelkezé beteg vizsgalata

A klonspecifikus DNS alapia RQ-PCR-ral azonositottunk egy tobb szubklonnal
rendelkezé beteget is, akinél a leukaemias Szubklonok eltéré viselkedését is sikertilt
kimutatnunk. A multiplex IGH PCR reakcié soran a 14-bél 1 esetben 3 klonalis
génatrendez6dést talaltunk harom kiilonb6z6 Vi géncsaladbol. Az egyes Szubklonok
szekvenalasa ezt megerdsitette és a kovetkezd germline géneket talaltuk: VH3-30, DH6-13,
JH4 (IGH1); VH4-31, DH6-13, JH4 (IGH2); VH1-3 DH3-9, JH6 (IGH3). A harombol két
szubklon jelenléte a leukaemias sejtek CD10 és CD34 expresszidjanak flow citometrids
fenotipizalasa alapjan is sejthetd volt. A tumor clearance klonspecifikus DNS alapti RQ-PCR
vizsgalatakor a kiilonboz6 szubklonok eltérd viselkedését is sikeriilt kimutatnunk. Habar
egyik szubklon esetén sem volt detektalhato MRD érték w12 és m5 esetén, d33 idépontban
1,4 log kiilonbségig terjedd kiilonbozd tumorhigulast mértiink. Feltételezziik, hogy ez a
szignifikans kiilonbség az egyik ill. a masik két szubklon kozott a késobbi kovetési
idépontokban is fennallt, csak a céltarget olyan alacsony mennyiségben volt jelen, hogy az

meghaladta az RQ-PCR mddszer szenzitivitasat.
5. DiszKkusszio

A gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia kezelése nemzetkdzi protokollok
ajanlasai szerint torténik, melyhez a betegeket standard, kdzepes és magas rizikoju

csoportokba soroljak. A talélés tovabbi javitisa mellett a terapia célja a kiilonboz6
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prognosztikai faktorok figyelembevételével a rizikOhoz-igazitott kezelés meghatarozasa, igy
példaul egy magas rizik6ja betegnél egy késébbi relapszus esetleg megel6zhetd agresszivebb
terapia alkalmazasaval. Az életkor, a kiindulési fehérvérsejtszam, a korai prednizolon valasz,
a kiillonb6z6 szambeli és strukturalis kromoszéma rendellenességek mellett a minimalis
rezidualis betegség vizsgalatanak is fontos szerepe van a prognodzis meghatarozasaban. Az
MRD vizsgalatok {6 célja tehat, hogy azonositsuk azokat a betegeket, akiknél relapszus
kovetkezhet be, annak ellenére, hogy a jo vagy kozepes prognosztikai csoportba tartoznak,
illetve azokat, akik elvileg magas rizikoval rendelkeznek, de esetleg kevésbé agressziv
terapiaval is kezelhetdk lennének.

Az MRD detektaladsara a klonspecifikus génatrendezddések DNS alapu RQ-PCR
vizsgalatat, a kiilonb6zé kromoszoma transzlokaciok sordn Iétrejové kiméra mRNS
expresszidjanak RQ-RT-PCR vizsgalatat és a flow citometrids immunfenotipizalast
hasznaljadk. Amellett, hogy mindhdrom moddszernek ismertek az elényei és a hatranyai, az
egyes technikdk eltérd szenzitivitissal is rendelkeznek (10* — 107, 10 — 107°, illetve
10 - 10™). A kiilsnbdz6 modszerekkel kapott eredmények dsszehasonlitasat az adatok eltérd
bioldgiai jelentése tovabb neheziti.

A nagy szamu normal sejt kozott megbtivdo malignus sejtek detektdldsara alkalmas
modszer a pasztazd fluoreszcens mikroszkopia is. Mivel az SFM mind a feno-, mind a
genotipus vizsgalatara alkalmas in situ sejt alapt technika, ezért a flow citometria helyett ezt a
modszert hasznaltuk az MRD detektalasara, az eredményeket pedig 6sszehasonlitottuk a DNS
és RNS alapt adatokkal.

A vizsgalatainkat a pALL esetek kb. 25%-at kitevo t(12;21) transzlokaciot hordozo
alcsoportjan végeztiik el. A ETV6/RUNX1 pozitiv betegek RQ-PCR és RQ-RT-PCR-rel mért
MRD adatainak Osszehasonlitdsaval csak néhany tanulmany foglalkozik. A DNS és az RNS
alapt MRD mérések kozott tobb mint egy, vagy akar két nagysagrendbeli kiilonbségrdl tobb
munkacsoport is beszamolt.

Munkank soran 14 ETV6/RUNX1 pozitiv beteg 63 csontveld mintajat vizsgaltuk DNS,
RNS és in situ sejt alapit SFM modszerrel. Az MRD szintjét a kezeletlen mintaban és a
kiilonboz6 kovetéses iddpontokban mért specifikus target mennyiségének az aranya hatarozta
meg, igy a tumorhiguldst vizsgélva lehetdvé valt a kiilonbozd moddszerekkel mért adatok

O0sszehasonlitasa.
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A kapott eredmények kiértékelése kapcsan az alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk:

1. A kiméra mRNS higulésa gyorsabb.

Azon esetekben, amikor a DNS és RNS adatok kozott legalabb 1 log kiilonbség
mutatkozott, mindig az utobbi bizonyult alacsonyabbnak. Ez a vizsgalatok jelentés részében,
kb. negyedében volt jelen. Emellett a betegek szignifikansan nagyobb része hamarabb elérte a
10 szint alatti MRD kategoriat RNS alapu modszerrel. Ezek az eredmények nem meglepdek,
mivel az RNS szint valtozasa nem mindig mutatja a tumortdmeg valtozasat, hanem a
mintaban 1év6 kiméra mRNS szamara utal, vagyis sokkal inkabb a sejtek aktivitasat jellemzi.
A kiméra expresszios ratat pedig szamos helyi €s szisztémas kornyezeti faktor befolyasolja,
igy példaul valtozhat a terapia hatasara, de a teljes kiméra gén nyugvo allapota is ismert. Az
adatok nem mondanak ellent azoknak a megfigyeléseknek sem, melyek szerint az
RQ-RT-PCR-rel mért kiméra mRNS szint novekedés eldre jelezhet egy relapszust vagy
blastos krizist.

Osszefoglalva tehat, RNS alapti modszerrel gyorsabb higulast detektaltunk, mint DNS
alapu modszerrel, igy RQ-PCR-rel sokkal megbizhatobban kovetheté a tumor mennyiség
csOkkenése, ugyanakkor az RQ-RT-PCR a tumorsejtek aktivitdsarol szolgaltat értékes

informacidkat.

2. A betegek egy részénél 10 feletti rezidualis betegséget detektaltunk SFM modszerrel.
Vizsgalataink sordn a legmeglepdbb eredményiink az volt, hogy a betegek tobb mint
egyharmadédban 103-nal magasabb tumor reziduumot taldltunk a megfigyelési periddus
végén, vagyis CD10 és ETV6/RUNX1 pozitiv sejteket tudtunk azonositani SFM modszerrel.
Ezek messze meghaladtak mind a DNS, mind az RNS mérések érzékenységi kiiszobét. Nem
gondoljuk, hogy technikai hibarol lenne sz6, mivel az SFM modszert pontosan beallitottuk, a
mérések reprodukalhatok voltak és a mért értékek valoban meghaladtdk a modszer fals
pozitivitasi ratajat (0,0003). Ugyanezen okbol kizarhatd, hogy a normal, reaktiv CD10+
haematogonokat detektaltuk volna, noha ismert, hogy ezek szama szignifikansan megné a
poszt-kemoterapias periddusban. Az SFM és az RNS adatok kozti nagy kiilonbséget
magyarazhatjuk az 1. pontban leirtakkal. Ugyanakkor mivel a klonalis DNS marker
vizsgalataval és a kombinalt immunfluoreszcens/FISH modszerrel is sejt alapon torténik a
tumorreziduum azonositdsa, az ezen modszerekkel kapott adatok kozotti szignifikdns

kiilonbség tovabbi figyelmet érdemel.
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A késobb ETV6/RUNXL pozitiv leukaemias gyerckek koldokzsinorbol szarmazd
vérmintdinak retrospektiv analizise sordn azt talaltak, hogy a t(12;21) transzlokacié az egyik
allélon a betegek 77%-aban mar sziiletéskor jelen volt. Ezek a sejtek a lymphoid 6ssejt €s a
pro-B-sejt kompartmentben rejtdzkddnek, germline immunglobulin gént hordoznak és a
fizids gén nyugalomban van, hasonléan a Ph+ progenitorokhoz. Leukaemia akkor alakul ki,
ha ebben a régidban bekdvetkezik a heterozigotasag elvesztése (LOH), amit tipusos esetben a
betegség kezdetekor detektalunk.

Azt gondoljuk, hogy SFM-mel, foként m5 id6pontban, ezeket az 6si, preleukacmias
sejteket detektaltuk és nem az eredeti tumor sejteket. A preleukaemias sejtek a fent emlitett
okok miatt nem mutathatok ki sem RQ-PCR, sem RQ-RT-PCR-rel. A FISH jelmintazat
alapjan bizonyitani tudtuk, hogy az SFM modszerrel észlelt, dupla CD10-iFISH pozitiv sejtek
valoban leukaemia prekurzor sejtek és nem rezidualis tumorsejtek voltak. Az érintett betegek
kezeletlen mintaiban komplex citogenetikai eltérések voltak jelen, a transzlokacid mellett a
szemben a d33 utani kovetéses mintdkban a CD10+ sejtekben csak 1 fizid és a megtartott
ETV6 ill. RUNXL1 allélok voltak jelen, mely nem leukaemias, hanem leukaemia prekurzor
sejtre utal.

A koldokzsinorvér vizsgalatokon kiviil az ilyen preleukaemias klonok létezését
bizonyitjak azok a tanulmanyok is, melyek szerint relapszusos ETV6/RUNX1+ pALL-ben az
eredeti t(12;21)(p13;q22) toréspontt fuzid van jelen, de teljesen mas fenotipust, antigén
receptor génatrendezddéseket és/vagy karyotipust mutatnak. Valdszinii, hogy ezekbdl a
preleukaemias sejtekbdl ered az ebben a csoportban tipusosan késén jelentkezd relapszus,
mint hogy egy valdodi reziduumbol alakulna ki.

Az egyik beteg, akinél 24 honappal a betegség kezdete utan relapszus alakult ki, azon
5 paciens kozé esett, akiknél SFM-mel kimutattuk a CDI10 és ETV6/RUNX1 pozitiv
feltehetden Osi sejteket. Ezzel szemben a masik betegnél, akinél csak meningealis relapszus
jelentkezett és csontveld érintettsége nem volt, feltehetéen helyi reziduumbol indult ki a
relapszus, ennek megfelelden ndla nem volt detektalhato MRD érték m5S iddpontban. Ez is
alatdmasztja az SFM eredmények fontossagat.

Osszefoglalva tehat egyediil a kombinalt in situ immun- és genotipust vizsgalo SFM
modszerrel azonosithatok a CD10 ¢és t(12;21) pozitiv, de germline antigén receptor gént
hordozé ancestor preleukaemias sejtek, melyek a betegek kozel 1/3-dban kimutathatok voltak

a poszt-indukcios periodusban. Ezekbdl a sejtekbdl indulhat ki egy esetleges késodi relapszus.
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3. Eltér6 biologiai viselkedésti leukaemias szubklonok kimutatasa az egyik betegnél.
szubklont sikeriilt azonositani. A VDJ régiok szekvenalasa megerdsitette a harom kiilonbozo
szubklon jelenlétét. Ezek egyike sem lappangd “hattérklon” volt, hanem a betegség
kezdetekor azonos mennyiségben voltak jelen. Kettdé ezek koziil hasonléan viselkedett és
szignifikansan kisebb tumorhigulast mutattak az indukcioés periédus alatt, mint a harmadik. Ez
az eset ramutat arra, hogy ugyanarra a terdpiara mas-mas valaszt kaphatunk a klonalis
heterogenitas miatt.

Osszefoglalva, a DNS alapa modszerrel azonositott tobb szubklon —eltérd
érzékenységgel reagalhat a terdpiara, ezért az antigén receptor génatrendezddések és a

terapiara adott valasz 0sszefliggései tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

6. Az uj eredmények osszefoglalasa

1. Az ETV6/RUNX1 pozitiv gyermekkori pre-B-ALL-ben a minimalis rezidualis
betegség (MRD) meghatirozasara az RNS alapi RQ-RT-PCR és a DNS alapi RQ-PCR
mellett  kidolgoztunk egy kombinalt immunfenotipus-iFISH pasztazo fluoreszcens
mikroszkopos (SFM) eljarast, mely a CD10 (immunfluoreszcencia) és t(12;21) transzlokacio
(iFISH) konszekutiv jelolését és detektalasat jelentette. Az eljarassal a CD10+/t(12;21)-
haematogoniumok, illetve a CD10+/t(12;21)+ leukaemias sejtek 9x10™* szinten
elkiilonithetoek, tehat a leukaemias sejtek a dontéshozatal szempontjabol altalanosan
elfogadott 107 szintnél alacsonyabb gyakorisag esetén is 100%-os biztonsaggal azonosithatok

voltak.

2. Els6ként hasonlitottuk 0ssze a DNS és RNS alapu valos idejii PCR technikéaval
elvégzett minimalis rezidudlis betegség vizsgalatokat a sejt alaptl pasztazo fluoreszcens

mikroszkopos modszerrel mért eredményekkel.

3. Az ETV6/RUNX1+ pre-B pALL betegek klinikai MRD vizsgalata soran a kezelés
33. napjatdl a betegek csontveld mintdiban 10 szintnél gyakoribb leukaemias sejtek nem
voltak kimutathatéak sem kvantitativ. RNS, illetve DNS PCR, sem kombinalt
immunfenotipus-iFISH modszerekkel. Ugyanakkor a kezelés 33. napjatol a betegek 36%-aban
mutattunk ki SFM médszerrel 10° — 102 szintnél gyakoribb CD10+/t(12;21)+ sejteket. Ezek
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azonban csak monoallélikus aberraciét mutattak, a 10°, 10° érzékenységli RNS alapt
RQ-RT-PCR, valamint a DNS alapi klonspecifikus RQ-PCR eljarasokkal nem voltak
detektalhatoak, ezért nem leukaemias rezidualis sejtek, hanem csontvel6i leukaemia prekurzor

sejtek voltak.

4. Els6 alkalommal mutattunk ki és vizualizaltunk kezelt t(12;21)+ pre-B pALL
betegekben in utero keletkez6 leukaemia prekurzor sejteket a csontveldben, melyek csak az 1)
eljarasként kidolgozott kombinalt immunfenotipus-iFISH eljarassal voltak detektalhatoak. A
prekurzor sejtek jelenléte a kezelt betegekben 0sszefiiggést mutat a recidiva hajlammal, ezért

ezek vizsgalata prediktiv a betegség lefolyasat illetden.

5. Az egyik betegnél a DNS alapi RQ-PCR mddszerrel azonositott immunglobulin
nehézlanc szubklonok eltéré higulasat lattuk a kovetés soran, a Szubklonok mas-mas
érzékenységgel reagaltak a terdpiara. Az antigén receptor génatrendezodések és a terapiara

adott valasz 0sszefiiggései tovabbi vizsgalatokat igényelnek.
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