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1. Bevezetés

A daganatos betegségek koOzott a malignus lymphoma incidencidja emelkedik a
legkifejezettebb mértékben. A szomort statisztikai adatok ujabb és ijabb kihivast jelentenek a
klinikus és patologus szamara.

Az utdbbi évek hematologiai irodalma szamos ) molekularis genetikai eltérést irt le mind a
leukémidk, mind a lymphomak teriiletén. Magyarorszagon is alkalmaznak a vezetd patologiai
centrumok molekularis genetikai vizsgalatokat tobb hematopatoldgiai betegségben (bcr/abl
CML-ben, ALL-ben, bcl-2 follicularis lymphomaban, cyclin D-1 mantle cell lymphomaban
stb.).

Az anaplézis nagysejtes lymphoma egy viszonylag 0j - 18 éves - entitds, Magyarorszagon
nem tortént a betegséget érintd komolyabb kutatds. Az utdébbi években bizonyos
centrumokban a diagnosztikus procedura soran ugyan T-sejt receptor gén-, joval ritkdbban
immunglobulin nehéz lanc génatrendezddési vizsgalatot végeznek, de ez nem altaldnos
protokoll. A betegség 1ényegét add ritka kromoszoma transzlokacid vizsgéalata viszont
egyaltalan nem tortént még hazankban. Jelen tanulményban az emlitett genetikai metodikak
mellett az ALCL modern diagnosztikdjaban nagy jelentdséggel bird transzlokaciok
vizsgalatara is sor keriilt, kiegészitve kiterjedt immunhisztokémiai vizsgalatokkal. Francia
partnerrel megkezdett kutatdsok tavlatait is érinti a munka. Koprodukcioban egy angol
munkacsoporttal az ALCL-ben kimutathaté specifikus immunvalaszt is tanulmanyoztuk. A
malignus betegségek prognodzisat befolyasold gyogyszer rezisztenciat eldrejelzd modszerek
kozlil a multidrug rezisztencia gén jelenlétét vizsgaltuk. Klinikankon évek ota folyo
thrombophilia vizsgalatokat végeztiink az ALCL-es betegeken is. ALCL-es mintdkon
elvégzett citogenetikai és aramlasi citometriai vizsgalatokrdl is szdmot adunk.

Hazankban a hematologiai tarsasag 1) vezetése alatt szamos hematoldgiai betegség orszagos
epidemioldgiai és klinikai feltérképezésére indult kezdeményezés. Ezek egyik elsd példaja az
orszagos ALCL regiszter, melynek megvalositasat a tanulmany szerzdje vallalta el. Az elmult
évek soran nemzetkdzi viszonylatban is jelentds szdmu hazai beteg adatat gyljtottiik 6ssze a
regiszter szdmara. A legfontosabb klinikopatologiai jellegzetességek ismertetése mellett az
irodalommal is Osszehasonlitottuk a magyar adatokat. A modern terapidk koziil az autolog

hemopoetikus dssejt transzplantacio ALCL-ben torténd alkalmazasarol is beszamoltunk.



2. Anaplazias nagysejtes lymphoma (ALCL)

2.1. Attekintés, epidemiolégia, morfologia

A malignus hematoldgiai korképek koziil a Non-Hodgkin lymphoma (NHL) a leukémiak utan
a leggyakoribb betegség. Gyakorisaga foldrajzi elhelyezkedéstdl fliggéen férfiakban 5,4-
13,6/100000 {6, nékben 3,1-8,9/100000 f6 (1). A legkisebb érték az Europai Uniot, a
legmagasabb az USA fehér lakossdgat jelzi. A diagnosztika fejlédése onmagiban nem
magyarazat arra, miért haromszorozdodott meg férfiakban az elmult 40 év alatt a NHL
incidenciaja, mialatt a Hodgkin lymphoma gyakorisaga szinte valtozatlan maradt (2). Az
USA-ban 1950 6ta évente 4 %-kal nd a NHL indicencidja (3). A betegség valodi gyakoribba
valasa mellett az atlag életkor novekedése is szerepet jatszik a felismert lymphomas esetek
szamanak novekedésében. Husz-huszondt éves kor felett a NHL incidencidja mindkét
nemben az ¢életkorral exponencialisan emelkedik. Mig 20 éves korban férfiakban 1,8, nékben
0,8/100000 f6 az incidencia, addig 50 éves korban 17 illetve 8/100000, 75 évesen 67 illetve
37/100000 f6 férfiak és ndk esetében a NHL incidencia a Dan Rékregiszter adatai alapjan (2).
A T-, null-sejtes lymphomék az Osszes lymphomas eset 9-15 %-at teszik ki a nyugati
tarsadalmakban, ezzel szemben a tavol keleten ennél jelentésen gyakoribb az eléfordulésa.
Ennek oka részben a HTLV-I-related T-sejtes és EBV asszocidlt ,,nasal-type” T/NK-sejtes
lymphoma gyakori jelenléte, részben bizonyos B-sejtes lymphomadk ritkabb eléforduldsa. Az
anaplaziads nagysejtes lymphoma az Osszes lymphoma 2-5 %-a, a gyerekkori esetek 10-15
%-a. Gyakorisagaban jelentOsebb foldrajzi eltérést nem emlit az irodalom.

Az ALCL-t, mint 6nall6 entitast el0sz6r Harald Stein irta le 1985-ben (4). Ki-1, majd CD30
pozitiv lymphoménak nevezték el. A CD30 molekula egy 120 kDa tdmegii transzmembran
citokin receptor, mely a Tumor Necrosis Factor (TNF) receptor csalad tagja. Ezen lymphoma
entitdisban a CD30 erdsen pozitiv, foként a sejtmembranban ¢és a Golgi régidban.
Immunhisztokémiai analizis alapjan a CD30 nemcsak az ALCL-ben pozitiv, hanem Hodgkin
lymphoméban (HL) a Hodgkin és Sternberg-Reed sejtekben, illetve a nem hematologiai
tumorok kozlil az embrionalis karcinomdkban is, valamint reaktiv nyirokcsomo
elvaltozasokban.

ALCL-ben a nyirokcsomo alapszerkezete részlegesen vagy teljesen felbomlott, a tumorsejtek
a nyirokcsomé sinusokat infiltraljak hasonldan a metasztatizald tumorok terjedésére. A
paracortexet szintén kolonizalhatja a tumor, melynek novekedése gyakran koheziv jellegii.

Nagy, anaplazias, bizarr alaku blast sejtek vannak jelen, melyek pleomorfak. Hatalmas



citoplazmajuk hematoxylin-eosin festéssel sziirkéskék szinii, gyakran vakuolumok lathatok
benniik. A sejtmagok jellegzetesen patko illetve vese alaktiak. A kiel-i klasszifikacio (5)
anaplazias nagysejtes (LCA) CD30 pozitiv lymphomaként emliti. Tekintve, hogy a CD30
egyéb tumorokban is pozitiv, a REAL (6) ¢s a WHO malignus lymphoma klasszifikacio (7)
ALCL-nek nevezi. Ez utobbi két beosztas csak null- illetve T-sejtes fenotipust ismer el és a B-
sejtes ALCL-t a diffuz nagy B-sejtes lymphoma (DLCL) altipusaként kategorizalja.

Az ALCL egy heterogén lymphoma csoport klinikai, morfoldgiai és fenotipus szempontjabol
egyarant. Hisztologiailag szdmos altipust irtak le a pleomorf képt6l a monomorf valtozatig.
Ezek koziil leggyakoribb az un. ,,common-type”, az esetek ~ 70%-a, a kis sejtes és a
lymphohistiocytas forma 5-10 %-ban fordul eld. Ritka variansok: oOrids sejtes (8),
sarcomatoid forma (9), neutrophil gazdag (10), pecsétgylirii sejtes (11), granulomatosus (12),
eosinophil gazdag (13), hypocellularis (14) és Hodgkin like formak (15). Ez utobbi altipus
diagnosztikdja rendkiviil nehéz, nincs egyetlen olyan marker, mely egyértelmiivé tenné az
allasfoglalast a két entitds kozott. Ezek az esetek azok, amikor a patologus az alabbi
diagnézisokat adhatja: HL vagy ALCL, HL syntitialis varidns, HL sarcomatoid varians, nem
osztalyozhaté HL. Felmeriil a kérdés, hogy Hodkin-like ALCL-r61, vagy ALCL-like Hodgkin
lymphomérol van-e sz6. Egyes szerzOk szerint nem is létezik ilyen koztes forma, hanem

valgjaban itt ,,tumorsejt gazdag” Hodgkin lymphomaval allunk szemben.

2.2. Diagnosztika és differencial diagnosztika

2.2.1. Immmunhisztokémia

Az CD30 pozitiv ALCL-es esetek 70-80 %-a T-vagy null sejtes fenotipussal rendelkezik, mig
B-sejtes eredetli mintegy 20 %. Itt iitkdznek az irodalmi adatok, tekintettel a fent emlitett
REAL ¢és WHO Kklasszifikaciora, ahol a B-ALCL nem 6nallé entitas, a DLCL variansa. A
WHO klasszifikacio kiilonosen hosszasan foglalkozik az ALCL-lel (7). Megallapitja, hogy a
primer cutan forma eltér a szisztémas formatdl, a lymphomatoid papulosist — mely a CD30
pozitiv lymphoproliferative betegség egy tagja — nem javasolja a lymphoid neoplézidkhoz
sorolni. Kiemeli, hogy valtozatlanul nincs egyenlére ,gold standard” az ALCL
diagnosztikdjaban, de mindenképpen célszerli elkiiloniteni az ALK pozitiv és ALK negativ
eseteket. Kimondja, hogy a Hodgkin-like ALCL nem egy 0nallo entitds, a morfologiai
hataresetekben a molekularis genetikai vizsgalatokra érdemes hagyatkozni kiegészitve az
immunfenotipizalassal. A leukocyta common antigén CD45 az ALCL-ben valtozo

gyakorisadgu, ugyanakkor a Hodgkin lymphomaban tobbnyire negativ.



1. Sejtvonal specifikus markerek:

T-sejtvonal markerek: CD3, CD45Ro (UCHL1), CD4, CD7, CD43 (MTI), Citotoxikus T-sejt
markerek: CD8, TIA-1, Perforin, Granzyme-B

B-sejtvonal markerek: CD20 (L26), CD79a (JCB 117), CD23, CD19. BSAP

Monocita vonal marker: CD68 (Kp1)

2. Vegyes markerek

CD30 (Ki-1)

Proliferacios marker (Ki-67, MIB-1, B56)

CD45 (leukocita common antigén — LCA)

CD15 (granulocita associalt antigén — haptenX — LeuM1)

EMA (epithelialis membran antigén)

Anticitokeratin (KL1, MNF 116)

BNH9 (vércsoport antigénnel kapcsolatos H és Y antigéneket detektal)

CBF 78 (normalis timocitdkon és T-sejtes tumorokon)

EBV LMPI (latent membran protein 1)

3. Anaplazias lymphoma kinaz (ALK) specifikus markerek

Poliklonalis (p80)

monoklonalis (ALK 1, ALKc)

1. tdblazat. Legfontosabb immunhisztokémiai reakciok ALCL-ben

Az epithelialis membran antigén (EMA) egy emlé mucin komplex, melyet az 1. kromoszdéma
MUCI génje kodol (1g21-24). A hematolymphoid sejtek koziil a plazmasejtek, a B-sejtes
lymphoproliferativ betegségek kozil a DLCL és a T-sejt-gazdag B-sejtes lymphoma
expresszaljak, az 0Osszes B-sejtes eset mintegy 10 %-ban. A T-sejtes lymphomadaban
gyakrabban pozitiv (22 %-ban), leginkdbb az ALCL-ben. Nagy esetszamot - 1043-at -
feldolgozva (16) ALCL-ben az EMA 56,5 %-ban pozitiv (T-sejtes esetben 67 %-ban, null-
sejteseknél 48 %-ban, B-sejteseknél 29 %-ban). Az EMA pozitivitas jol korreldl az ALK
pozitivitassal, ez a parhuzam egylitt jar azzal, hogy a fiatalkori illetve gyerekkori ALCL-es
esetek zome szintén EMA pozitiv. Az ALCL altipusok koziil minden histiocyta gazdag ALCL




EMA pozitiv volt, ugyanakkor a ritka altipusok (neutrophil gazdag, microvillosus) EMA
negativak. Hodgkin lymphomaban rendkiviil ritka az EMA pozitivitds, minddssze a nodularis
lymphocyta predominans altipusban észlelhetd. A CD15 (granulocyta asszocialt antigén,
masnéven hapten X) a Hodgkin lymphomas esetek 80 %-ban pozitiv, mig ALCL-ben
mindossze 0-20 %-ban. (15)

Anticytokeratin antitesteket (KL1, MNF116) a metasztatizalo6 tumorok kizardsara
alkalmazzak, mig az ALCL-ben 4ltalaban negativ, addig a karcinomakban tobbnyire pozitiv.
A glycoprotein és glycolipid szerkezeti vércsoport antigének koziil a H és Y determinansok
expresszidjat vizsgaltdk legszélesebb korben normdl és malignus epithelidlis sejteken.
Valoésziniileg szerepet jatszanak az urothelialis karcinomak invaziv viselkedésében. Hasonld
feladatuk lehet bizonyos malignus lymphoproliferativ betegségekben. Kifejlesztettek egy
monoklonalis antitestet H és Y vércsoport antigén determinansok ellen, BNH9 néven. (17)
Mig ez a legtobb lymphomaban negativ (5,7 % pozitiv), addig ALCL-ben 51 %-ban pozitiv
(gyerekkorban 71 %, felndtt korban 42 % pozitiv). Hodgkin lymphomaban csak 6,9 %-ban
pozitiv (itt is a lymphocyta predomindns esetekben gyakoribb a pozitivitas: 21 %). Hasonlo
segitséget nyujthat a CBF78 antitest alkalmazdsa az ALCL és a Hodgkin lymphoma
elkiilonité diagnosztikdjaban (ALCL-ben 80 % koriil pozitiv, mig klasszikus Hodgkin
lymphomaéban a pozitivitas < 10 %). (18)

Az Epstein-Barr virus (EBV) Hodgkin lymphomaval sokkal szorosabb Osszefiiggést mutat,
mint az ALCL-lel. Az EBV jelenlét jol korreladl az EBV-LMP1-el (latens membran protein
1). Még biztosabb EBV diagnosztikai 1épés az EBER-1 in situ hybridisatios modszer az
EBER RNS kimutatasara, illetve a PCR metodika EBER-1 igazolasra. Egy jabb tanulmany
kis esetszamon azt mutatta, hogy EBER-1 pozitivitds az ALK negativ esetek 20 %-ban van
jelen. Az ALK pozitiv esetek koziil a diffiz mag, magvacska, citoplazma ALK pozitiv esetek
kozott nem volt EBER-1 pozitivitds (ezekben NPM/ALK fuzié van jelen), mig a csak
citoplazmatikus ALK pozitiv esetek 60 %-ban. Ez a tény felveti az EBV etiologiai szerepét a
t(2;5) transzlokacio6 nélkiili ALK pozitiv ALCL-ben. (19)

Mami Shiota és mtsai 1994-ben a t(2;5)(p23;q35) transzlokactioval jar6é Ki-1 lymphomaban
egy 80 kD molekulatomegli hyperphosphorisalt protein tirozin kinazt mutattak ki, melyet p80-
nak neveztek el (20). E fehérje ellen nyulban termeltettek poliklonalis antitestet. RT-PCR
technikaval bizonyitottak, hogy a p80 fehérje az NPM-ALK tirozin kinaz fazids fehérjével
egyezik. Otven kiilonbdzé lymphoma eset koziil 3 izben adodott pozitivnak az anti-p80 festés
mind a magban, mind a citoplazmaban. A fest6dés intenzitdsa nem volt egyenld a

tumorsejtekben. Ezekben az esetekben jelen volt a t(2;5) transzlokacid, ugyanakkor nem



¢észleltek pozitivitast olyan lymphomakban, ahol a transzlokaci6 nem volt jelen. Az anti-p80
antitest festés széles korben elterjedt. Egy évvel késébb egy japan multicentrikus vizsgalatban
105 ALCL-es mintan alkalmazva 30 esetben észleltek pozitivitast anti-p80 antitesttel (21).
Tizenhat esetben a citoplazma, 7 esetben a mag és 7 esetben mind a mag, mind a citoplazma
pozitiv volt az anti-p80 festés soran. Tovabbi 50 nem ALCL-es lymphoma, illetve 20
Hodgkin lymphomas minta negativnak bizonyult. Erdekes megfigyelés volt, hogy a p80
pozitiv esetek fiatal életkorban fordultak elé és sokkal jobbak voltak a talélési mutatok.
Pulford ¢és mtsai 1997-ben ismertettek egy 1j, monoklondlis antitestet alkalmazo
immunokémiai modszert, melyben az ALK antitest felismeri mind a 80 kD-os NPM-ALK
kiméra mind a 200 kD-os normalis humén ALK fehérje formalin rezisztens epitopjat (22). A
normal szovetek koziil a kozponti idegrendszer egyes sejtjei voltak ALKI1 pozitivak.
Kettészazharminckilenc lymphoma ¢és 80 nem hemopoetikus tumor esetén vizsgaltdk meg az
Uj antitestet. A 73 CD30 pozitiv ALCL koziil 39 (53,4 %) volt pozitiv. Hirom CD30 negativ
B-ALCL-t leszdmitva minden mas eset, beleértve a Hodgkin lymphomat, lymphomatoid
papulosist is, negativnak adodott. Kés6bb kimutattak néhany rhabdomyosarcomds ¢€s
neuroblastomas esetet, valamint gyulladdsos myofibroblastos tumort, melyben szintén pozitiv
volt az ALK1 festés.

A morfologiai altipusok koziil a monomorf esetek 80 %-a, a kis sejtes varians 75-100 %-a, a

pleomorf szdvettani tipus mintegy 30 %-a ALK pozitiv.

2.2.2. Molekularis genetika

Nagy elorelépést jelentett a betegség patogenezisének pontos tisztazadsaban, amikor 1989-ben
leirtak ALCL-es eseteket, melyben t(2;5)(p23;q35) transzlokacié volt megfigyelhetd (23). Ot
évvel késobb sikeriilt klonozni a fuzids gént, felismerésre keriilt, hogy egy nucleophosmin
(NPM) és egy anaplazias lymphoma kindz (ALK) nevili gén fzi6jar6l van szd. (24) Ettdl
kezdve az ALCL részletes molekularis genetikai tanulmanyozasa nagy fordulatot vett, sorra
jelentek meg ujabb és ujabb modszerek a genetikai eltérés pontos megismerésére. Reverz
transzkriptaz polimerdz lancreakcio (RT-PCR), fluoreszcens in situ hybridisatio (FISH) és
immunhisztokémiai modszerek keriiltek kifejlesztésre egyre pontosabb eredményeket

mutatva.

Az ALK gén a 2. kromoszoma rovid karjan talalhato (2p23). A vad ALK gén egy hossza 200
kDa tomegl glikozilalt transzmembran receptort kodol, mely a leukocita tirozin kindz csalad

tagja. (24) A receptor tirozin kinazok koziil 17 alcsoport ismert, a X. csoportba tartoznak a



leukocita tirozin kindz-receptor csalad tagjai (25). A ligandot ezidaig nem sikeriilt felismerni.
Elettani allapotban a gén csak a fejlédd és érett kozponti és periférias idegrendszer sejtjein
expresszalodik, normadlis funkcidja ismeretlen. A citoplazméban és a sejtmembranon van
jelen a teljes hosszisaghh ALK. Az intracitoplazmatikus farka hordozza a tirozn kinaz
katalitikus domaint, mely fiziolégidsan ugy aktivalodik, hogy a ligand kotés utan
homodimerizal6dik. A mésik vége a transzmembran domain.

A vad NPM egy filogenetikailag konstans (konzervalt) folyamatosan expresszalodo 37 kDa
moltdmegli savanyu foszfoproteint kédol, melyet B23-nak illetve numatrinnak is neveznek.
Foként a sejtmagban talalhato (26), ahol egy eziisttel fest6éd6 nucleolaris proteinként van jelen
(AgNOR). Az ujonnan szintetizalddott fehérjéket szallitja a citoplazmabdl a magvacskaba. Az
N-terminalisnal 1évd oligomerizacios motif €s a C-terminalisndl levd kettd maglokalizacios jel
feltétleniil sziikséges a funkcioja elvégzéséhez.

A t(2;5) translocatio soran az NPM aminoterminélis 1-116 aminosav fuziondl az ALK
ALK gén az NPM promoter kontrollja ala keriil, mely folyamatos NPM-ALK hibrid gén
transzkripciohoz vezet. Ennek terméke a 80 kDa-os kiméra protein az NPM-ALK. Az ALK-
NPM reciprok der(2) nem irédik at. Az NPM-ALK fuziés fehérje tartalmazza az NPM
domainje ¢és az ALK extracellularis, valamint transzmembran domainje nincs a fizids
fehérjében. Az NPM-ALK kiméra protein homodimert alkot egy masik NPM-ALK-kal, vagy
heterodimert alkot egy vad NPM-mel, mely a magba is bejuttatja a heterodimert. Amennyiben
homodimer képzddik, ugy az ALK katalitikus domainje konstitutivan aktivalédik, mintha
ligand kotddott volna az ALK receptorhoz. (28) Kevéssé ismert a jelatviteli mechanizmus,
mellyel az NPM-ALK dolgozik. A Phospholipase C-y jatszik valésziniileg fontos szerepet a
tirozin foszforilacidban, aktivdcioban, mely folyamatos mitotikus jelet biztosit. (29) A
phospahtidylinositol-3-kindzhoz (PI-3-kinaz) kapcsolodik az NPM-ALK fehérje ¢és
konstitutivan aktivalja az antiapoptotikus PI-3-kinaz/Akt utat. (30,31) Kevésbé ismert mas
jelatviteli utakkal valé kapcsolat, mint a krénikus myeloid leukémiaban (CML) jelenleg sokat
vizsgalt STATS (32) vagy a CD30 intracellularis domainje. (33) Shc és insulin receptor
substrate-1 (IRS-1), valamint GRB2 fehérjéket is vizsgaljdk az NPM-ALK lymphoma
genezisben betoltott szerepiiket illetden. NPM-ALK-kal ,.transzfektalt” egerek hemopoetikus
sejtjeit, amennyiben beiiltetik szubletalis dozissal sugarkezelt egerekbe, lymphoma fog
kialakulni, de érdekes modon B-sejtes lymphoma, mely teljesen eltér a human, null/T

fenotipusu ALK pozitiv lymphomatoél (34,35).
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Rendkiviil fontos az immunhisztokémiai vizsgalat — kordbban poliklonalis anti p80-at,
ujabban monoklonalis ALK illetve ALKc antitesteket hasznalnak.

Az NPM-ALK fuzios fehérje a malignus sejtekben mind a magban, magvacskaban, mind a
citoplazmaban is jelen van, melynek oka az NPM fehérje sejmagba, nucleolusba szallitd
tulajdonsdga. Az immunhisztokémiai festés soran diffuz pozitivitds észlelhetdé a magban,
magvacskaban és a citoplazméban is. Ez figyelheté meg az ALK1 pozitiv lymphomak 70-
80%-aban. Ezzel szemben az ALK expresszalo ALCL-ek 15-20%-ban az ALK festddés csak
a citoplazmara korlatozodik. (36) Mindebbdl adddott az a kovetkeztetés, miszerint az NPM-

on kiviil mas fuzios partnere is lehet az ALK fehérjének.

Lamant (37) és munkatarsai 1999-ben tjabb t(1;2)(q25;p23) transzlokaciot irtak le ALCL-
ben, melyben egy non muscularis tropomyosin-nal (TPM3) faziondl az ALK fehérje. Az
1925-nél helyet foglalo6 TPM3 gén promoterként funkcional és az ALK katalitikus domain-
jének expresszalodasat idézi eld, mely a proliferacioért felelés. Ezt a TPM3 gént a
tropomyosin receptor kindz (TRK) génnel torténd fhzidja miatt ismerik, mely human
papillaris pajzsmirigy karcinomaban illetve colon karcinoméban keriilt felismerésre. A TPM3
gén kimutatasara a 2. kromoszoéman ,,walk”-PCR metodikat alkalmaztak a toréspont felé és
igy tudtak kimutatni az ismeretlen gént az 1. kromoszéman. A tropomyosin egy aktin kot
fehérje, melyet eloszor izomban mutattak ki, de nem izomsejtekben is jelen van. A
citoszkeleton mikrofilamentumok 6 komponense nem izomsejtekben. Pontos szerepe nem
ismert. Legalabb 15 izoformja ismert, négy gén kodolja. A kiilonbozdséget a szovetspecifikus
alternativ RNS érés okozza. A TPM3 gén legalabb 42 kb hosszisagu €s 13 exont tartalmaz. A
t(1,2) transzlokacioban — hasonléan a TPM3-TRK kiméragénhez - a TPM3 génen a toréspont
egy 12 kb hosszisagl intronban van, mely a 7. és 8. exonok kozott helyezkedik el. A TPM3-
ALK-ot, mint onkogen flzi6s proteint kimutattak gyermekkori myofibroblastos gyulladasos
tumorban is. (38) Mindez azt bizonyitja, hogy a TPM3-ALK fuzids transzkript mind
mesenchymalis, mind lymphoid human sejtvonalon képes malignus transzforméaciot
létrehozni. (35) A kiméra fehérje 784 aminosavbdl all, melynek elsé 221 aminosavat a

TPM3 adja, a masodik 563-at az ALK, molekulatomege 104 kDa.

Hernandez és munkatarsai 1999-ben (39) kimutattak az ALK egy masik fuzids partnerét. A
»tropomyosin receptor kinase (TRK)-fused” gén (TFG) a 3. kromoszéman helyezkedik el. Ez
a gén 3 kiilonbozd valtozatban fuzionalhat az ALK génnel. Az egyik egy 97 kDa tomegii
fehérjét kodol: TFG-ALK (L), a masik egy kisebb, 85 kDa-osat: TFG-ALK (S). A
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legjabbann leirasra keriilt TFG valtozatban egy 113 kDa hosszisagu kiméra fehérje jon
létre: TFG-ALK (XL) (40). A genomikus analizis alapjan a TFG génben a téréspont a 3, 4, 5-
0s intronokban van, mig az ALK génben konstans helyen. Mindharom valtozat az NPM-
ALK-hoz hasonl6an a Grb2, Shc és PLC-gamma jelatviteli mechanizmusokkal is dolgozik. A
vad TFG konstitutiven expresszalodik szamos kiillonboz6 szovetben. Az ALK génnel torténd
transzlokaciokor t(2;3)(p23;921) jon létre. A TFG-ALK (L) esetben a fuzios fehérje 756
aminosavbol all (193 aminosavat a TFG, 563 aminosavat az ALK adja), molekulatomege 97

kDa.

Touriol és munkatarsai 2000-ben (41) ijabb fizids partnert irtak le. Ebben a transzlokacioban
szintén citoplazmara korlatoz6do finom granularis ALK pozitivitas detektalhaté az ALCL-es
sejtekben. Ez esetben a clathrin nehéz lanc gén (CLTCL) az ALK gén fuzids partnere. A
clathrin az emlésdkben konzervalt strukturaju nehéz és konnyi lancbol all és a ,,coated”
vezikulak f6 szerkezeti fehérjéje. A hidrolizalé enzimek szelektiv intracellularis
transzportere. Ezek a vezikulumok vagy a plazmamembranbol vagy a Golgi régiobol
képzddnek. A gén a 22. kromoszoman a ql1.2 régidban helyezkedik el és a ,.clathrin heavy
polypeptid like chain”-t kddolja. Ugyanez a 22. kromoszoman levd fizios gén transzlokalddik
a DiGeorge szindréma / velocardiofacial szindromaban t(21;22)(p12;ql1). Az ALCL-es
transzlokacio tehat a t(2;22)(p23;q11.2), melynek soran Ilétrejott fuzids fehérje 2197
aminosavbol all, ebbdl 1634-et a CLTCL kodol, 562-t az ALK gén. A molekula tomege 248
kDa (viszonylag nagy fehérje). Ujabb vizsgalatok szerint a transzlokdcié nem a fenti
kromoszomak kozott, hanem a 2. kromoszoma ¢€s a clathrin nehéz lanc gént érintve a 17.
kromoszomak kozott zajlik le t(2;17)(p23;q1 Iter) transzlokaciot 1étrehozva. A kiméra protein

250 kDa tomegt, és CLTC roviditéssel illetik..

Szintén citoplazmara korlatoz6dé ALK pozitivitds észlelhetd olyan ALCL-ben, melyben a
molekuléris genetikai eltérés az inv(2)(p23;q35), ahol az ALK gén fuzios partnere az ATIC (5
aminoimidazol-4-carboxamid-1-beta-D-ribonucleotid transformylase/inosine monophosphate
cytohydrolase. (42, 43, 44) Az ATIC a de novo purin nukleotid bioszintézisben szerepet
jatszd enzim. A fazios fehérje 792 aminosavbdl all, melynek elsé 229 aminosava az ATIC-

bol, a masodik 563 az ALK-bol szarmazik. Molekulastilya 96 kDa.

Meech és munkatarsai 2000-ben a (45) egy szokatlan gyermekkori ALCL-es esetet irtak le,
melyben a t(2;19)(p23;p13) transzlokacié mutathatd ki. Itt a TPM4 a fazios partnere az ALK-
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nak. Az eset érdekessége az, hogy natural killer sejtes immunfenotipus és funkcionalis
sajatossagok voltak észlelhetok. Ezt a transzlokaciot a myofibroblastos gyulladasos tumorban

irtak le.

2001-ben felfedezett ALK fuzios partner a moesin (MSN), mely az ezrin/radixin/moesin
fehérjecsaladba tartozo6 sejtadhézidban ¢€s mozgasban szerepet jatszoO membran protein. Ez a
fehérje a sejtmembran és a cytoskeleton kozotti kapocs. A fuzios MSN-ALK fehérje 125 kDa
tomegl. A transzlokacidban az X kromoszéma vesz részt: t(X;2)(ql1;p23) és annyiban tér el
az eddigi transzlokacioktol, hogy itt az ALK gén toréspontja abban az exonban van, mely a
juxtamembrant kodold génszakaszon van, vagyis 17 bazisparral kdzelebb az ALK 5° végéhez.
Az 1005 aminosavbol all6 kiméra protein elsé 448 aminosavat adja a moesin, a tobbi 557

aminosav az ALK-bol szarmazik. A fehérje molekulatomege 115 kDa. (46)

Az utobbi 2 évben ujabb 2 fizids partnert irtak le: 2002-ben Cools és munkatérsai (47) az
ALO17-et (ALK lymphoma oligomerization partner on chromosome 17) mutatta ki az ALK
fizios partnereként, mely egy ismeretlen funkcidju 1550/1599 aminosav hosszusagu fehérjét

kédol (splicingtdl fiigg). A pontos transzlokacio: t(2;17)(p23;925).

Az ALK gén legtjabb felfedezett fuzios partnere egy MYH9 nevii gén (48), mely egy nem
izom eredetli myosin nehéz lancot kodol. Az ALK génben a téréspont mashol van, mint az
eddig leirt esetekben. A kiméra fehérje 2201 aminosavbdl all, molekulatomege 220 kDa. A
MYH9-ALK fuzi6 a t(2;22)(p23;p11.2) transzlokacio soran keletkezik.

Az ALK1 immunhisztokémiai festés pozitivitdAs minden esetben csak a citoplazmara
korlatozodik, amennyiben az NPM-en kiviil mas az ALK flzids partnere. Két esetben
jellegzetes festddés észlelheté: CLTC-ALK esetében tipusos citoplazmatikus granularis
pozitivitds lathato, koszonhetéen a ,,coated vesicules” felszinén megjelend clathrinnak. A
MSN-ALK esetében pedig sejtfelszini membranra szoritkozik csak a festddés, mivel a moesin
egy sejtmembran protein. A tipusos NPM-ALK transzlokdcioval jar6 esetekben ezzel
szemben erds citoplazma, mag és magvacska festddés észlelhetd6 ALK immunhisztokémiai
vizsgalat soran.

Az ALK pozitiv tumorokat vizsgalva meglepd, ritka esetekre deriilt fény: rhabdomyosarcoma,
neuroblastoma (49) és egy ritka B-sejtes lymphoma tipus is pozitivnak bizonyult. Ez utobbi

immunoblastos/plasmoblastos morfoldgiaji lymphoma, citoplazmatikus IgA expresszioval és
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CD30 negativitassal jar (50, 51). Ebben az esetben nem NPM-ALK fuzios fehérje van jelen,
hanem a teljes hosszisagia (200 kDa), vad tipusi ALK mutathatd ki. A festddés a
citoplazmaban és a sejtmembranban volt jelen.

Az elmult években az anaplazids nagysejtes lymphoma kutatdsaban a leginkabb keresett
kérdés a jelatviteli mechanizmusok finom részleteinek megismerése. A tirozin kindzok
specifikus inhibitorait bizonyos betegségekben — a kronicus myeloid leukémia (CML),
Philadelphia pozitiv akut lymphoid leukémia (ALL), stroma sejtes gyomor tumor —
megtalaltak, s6t mar a klinikai gyakorlatban is hasznositjak. A legfontosabb onkogén tirozin

kinadzok a hematoldgiaban a kovetkezok:

Tirozin kinaz Betegség
BCR/ABL CML, ALL
TEL/ABL AML

TEL/PDGFR CMML

NPM/ALK ALCL

2. tablazat. Fontosabb onkogen tirozin kindzok

Mindegyik onkogén tirozin kindz kozos szerkezeti jellegzetessége, hogy a NH2 terminalis
domain felelds a folyamatos, szabalyozatlan oligomerizacioért és aktivacioért, a COOH
terminalis domain pedig maga a stimulalt tirozin kinaz.

Tekintettel arra, hogy az ALCL-ben is a tirozin kindz aktivitds felelés a malignus
atalakuldsért, kézenfekvd, hogy annak specifikus gatloi a betegséget gyogyithatnak. A nagy
gyogyszercégek ugyanakkor nem aldoznak annyit az anaplazids lymphoma kinaz kutatasara,
mivel nagysagrenddel kevesebb beteget érintd problémarol van szo, mint a CML, ALL esetén.
Ennek ellenére szamos vonalon sikeriilt behatdrolni azokat a molekuldkat, melyek
kulcsszerepet jatszanak a proliferacio indukalasaban, illetve az apoptosis gatldsadban.
Kimutattak, hogy az NPM-ALK folyamatosan aktivalja a foszfolipaz Cy-t (PLCy), mely
indukalja a sejtproliferaciot. (52). Az NPM-ALK fehérje 664. pozicidjaban helyet foglalo
tirozinnal (Tyr664) kotédik a PLCy SH2 domain-jéhez. Ez a Tyr664 elengedhetetlentil fontos
az NPM-ALK indukalta mitogenicitdshoz. Amennyiben ezen a helyen mutacié torténik, akkor
az NPM-ALK elvesziti novekedési faktor independens proliferacios aktivitasat. Mivel ez a
664. tirozin pozicid az egyetlen, ami az NPM-ALK mitogén szignaljahoz feltétlen sziikséges,

lehetdség van arra, hogy molekularis szinten beavatkozzunk az NPM-ALK pozitiv ALCL-es
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betegek kezelésébe. Kimutattdk, hogy nemcsak az NPM-ALK altal transzformalt egér
lymphoid sejtvonalon (BaF3), de t(2;5) transzlokéacidt hordoz6 ALCL-es human sejtvonalon
(Karpas 299, SUDHL-1 ¢és JB6), valamint ALCL-es betegektl frissen nyert ALK pozitiv
lymphoid sejtekben is a Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt jelatviteli utvonal
stimulalodik. A PI3K p85-6s subunitjaval 1ép kapcsolatba a NPM-ALK fuzids fehérje. Kettd
inhibitort talaltak, melyek apoptosist indukalva szelektiv mdédon tudtak gatolni a PI3K-t. Az
egyik ilyen szer, a Wortmannin a normal csontveld sejtekre nem volt hatdssal. Ezzel
bizonyitast nyert, hogy a PI3K antiapoptotikus hatasu és kulcsszerepet jatszik az NPM-ALK
okozta malignus atalakulasban. (30)

Az ALK pozitiv ALCL klinikopatologiai kutatasaiban 1j fejezetet jelent a betegek
szérumaban keringd anti-ALK és anti NPM-ALK antitestek vizsgélata. Specialis
plazmidokkal atfertdznek majom epithelidlis sejtkulturdkbol készitett citocentrifuga
preparatumokat, majd ezeket inkubaljdk a betegek plazmainak kiilonbozd higitasaival.
Megvizsgaljak, hogy l1étrejon-e immunprecipitacio.(53,54).

Az elmult 1-2 év legjabb molekularis genetikai modszere, a DNS microarray technika az
anaplazias nagysejtes lymphomat sem keriilte el (55). ,,Subtractive suppression hybridization”
modszert alkalmazva feltérképezték az ALK pozitiv COST sejtkultara illetve ALK negative
ALCL-es betegek sejtjeiben azokat a géneket, melyek kiilonbozoképpen expresszalodnak.

Huszonkilenc ilyen cDNS szakaszt izolaltak ¢s klénoztak.

2.3. ALCL Kklinikai jellegzetességei

Korabban az ALCL-t klinikai szempontb6l 4 csoportra osztottak fel:

*Szisztémas forma (nodalis, extranodalis)

*Primer cutan forma

*HIV-related

*Szekunder forma (lymphomatoid papulosis, mycosis fungoides, periférias T-sejtes
lymphoma (PTCL), Hodgkin lymphoma transzformacioja)

Ujabban — az ALK festés bevezetése 6ta — 3 f& csoportot kiiliinboztetiink meg:

*ALK1 pozitiv szisztémas ALCL

*ALK1 negativ szisztémas ALCL

*Primer cutan ALCL (ALK negativ)

Az elmult évek soran az ALKI festéssel egymastol klinikai viselkedés alapjan szdmottevo

kiilonbséget mutatd két f6 tipust lehet elkiiloniteni.
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2.3.1. ALKI1 pozitiv anaplazias nagysejtes lymphoma

Foként fiatalokat érinti a megbetegedés, dontéen 30 éves életkorndl fiatalabbakat. A
gyerekkori ALCL-es esetek dontd tobbsége ALK 1 pozitiv.

A betegség dominaldan a férfiaknal fordul eld. N6 — férfi arany 1 : 6,5. Az esetek mintegy 60
%-ban extranodalis manifesztacié is jelen van. Leggyakrabban érintett szervek: bor, csont,
tiidd, pleura, gyomor-bél traktus, de ezek koziil a gyomor érintettség viszonylag ritkabb a
tobbi gastrointestinalis lymphomahoz képest. Gyakran a betegség diagnosztizalasa soran III-
IV. Ann Arbor stddiumban jelentkeznek a betegek, az esetek haromnegyed részében B-tiinet
is jelen van. Mindezen koriilmények ellenére (eldrehaladott, kiterjedt betegség) a prognoézis a

legtobb irodalmi adat szerint szignifikdnsan jobb az ALK 1 negativ esetekhez képest (56)

Irodalom Betegszam || ALK + arany 5 éves tulélés 5 éves tulélés
(%) ALK + (%) ALK — (%)

Falini (57) 78 68 71+6 15+11
Gascoyne (51) 57 54 93 37

Shiota (21) 105 29 80 33

ten Berge (58) 42 31 100 45

Cataldo (59) 27 52 84 35

Greer (60) 65 68 66 61

Herling (61) 56 Na. 52 54

3. tablazat. ALK pozitiv és negativ ALCL-es betegek tulélése, irodalmi adatok. Na: nincs
adat.

2.3.2. ALK negativ anaplazias nagysejtes lymphoma

Idésebbek betegsége, kisebb a férfi/nd arany, ritkabb az Ann Arbor-i III, IV. klinikai stadium
¢s az extranodalis manifeszticio. A talélés Iényegesen kedvezdtlenebb, mint az ALK pozitiv
esetekben (8, 56). Egy tipusos, bulky nyaki nyirokcsomé megnagyobbodassal jard esetet

mutat az 1. abra.
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2.3.3. Primer cutan ALCL

A primer bor ALCL kiilonbozik a szisztémas ALCL-t6] mind a klinikumban, mind a betegség
eredetében is (62). A primer cutan forma féként idésebbek megbetegedése (> 60 év), de novo
boér kiinduldsu. Az Osszes bdor lymphoma 9 %-at teszi ki. A tumor altalaban szoliter,
aszimptomatikus, cutan vagy subcutan vOrdses-lila szinii, némelykor felszinesen
kifekélyezédott. Joval ritkdbban multiplex megjelenésti a folyamat. Definici6é szerint primer
bér ALCL az a folyamat, amikor nincsenek szisztémas tiinetek, a folyamatot nem elézte meg
sem lymphomatoid papulosis, sem mycosys fungoides vagy Hodgkin lymphoma. A regionalis
nyirokcsomd megnagyobbodas bonyolitja a képet, jelenlétik a folyamat megitélését
megneheziti. A szovettani vizsgalat a tumorsejtek dermist infiltraldo nagy csoportjat mutatja,
mely a subcutisba is beterjedhet. A tumorsejtek inkabb anapldzidsak, mintsem monomorfak.
Vascularis infiltracido jelen van, de destrukcid6 nem észlelheté. Nehéz a folyamatot
eldifferencidlni a lymphomatoid papulosistdl (LyP), mely a cutan ALCL mellett a
leggyakoribb CD30+ lymphoproliferativ betegség. A LyP altalaban multiplex kis papulakbodl
all (< 1 cm), tobbnyire a torzson és a végtagokon jelentkezik, gyakran kifekélyezddik és 4-6
hét alatt heggel gyogyul. A LyP-nak 3 szdvettani megjelenése ismert:

a. Lymphocytdkbol, mas gyulladasos sejtekbdl és nagy atipusos CD30 pozitiv, Reed-
Sternberg szeru sejtekbdl all.

b. Savszeri epidermotrophismust mutatd, kis-k6zepes nagysagi  cerebriform
lymphocytadkbdl all6 infiltracio, mely a klasszikus plakk stadiumu mycosys fungoidest
utanozza

c. Nagy, CD30 pozitiv T-sejtekbdl felépiild6 homogén sejtpopulacié néhany gyulladasos
sejttel.

5 éves talélés a szisztémas formaban 29-44 %, szemben a primer cutan formaval, ahol ez 90-
100 %. Az elobbi rossz tulélés foként az ALK negativ esetekbdl adodik. A monomorf szoveti
kép inkabb szisztémas tipusra utal. Kis esetszamon vizsgalva hasznos segitség lehet a
clusterin nevli adhézidés molekula vizsgdlata, mely a szisztémads tipusban, kiilonésen ALK
pozitiv esetekben gyakorlatilag 100 %-ban, mig a primer cutan formakban 41-56 %-ban
pozitiv, ugyanakkor DLCL-ben csak 12 %-ban, peripherids T-sejtes lymphomaban 7 %-ban,
illetve Hodgkin lymphoméban 3 %-ban pozitiv (63,64). A primer cutan ALCL az esetek
negyedében mutat spontdn regressziot, ezért kezdetben a ,figyelmes varakozds” elvét kell

kdvetni. Amennyiben mégis kezelést indikalnak, az tobbnyire sebészi eltavolitas, esetleg
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1. &bra Bulky jobb oldali nyaki-submandibularis nyirokcsomo6 megnagyobbodas ALK negativ
ALCL-s betegiinknél

2. ébra. Primer b6ér ALCL-s betegiink. A betegség kiillonboz6 fazisai lathatdak: bal alszaron
szOlofiirtszerli tumorozus elvaltozas, jobb alsdé végtagon nagy kiterjedésu, kifekélyesedett,
helyenként porkkel fedett hatalmas tumor, a sz¢€li teriileteken markéns tumoros hatarvonal.

radioterapia. Amennyiben multiplex bérelvaltozasok lépnek fel, illetve a lokalis nyirokcsomot

beszlird forma esetén kombinalt kemoterapia jon szoba. Ez utobbi esetekben gyakori a
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relapszus. Sajat beteganyagunkbol mutatunk be két kiilonb6z6 stadiumban levé allapotot a 2.

illetve 3. abran.

3. abra. Primer bér ALCL, tumoros burjanzas a labszaron, proximalisan hipopigmentaltan

gyégyult korabbi 16zi6.

2.3.4. Hodkin-like ALCL

Ezen entitas létjogosultsagat taglalia a WHO klasszifikacid egyik fejezete. Ervek és
ellenérvek sorakoznak fel mindkét oldalon. Az ALK pozitiv esetekhez hasonloan fiatalok
betegsége, ugyanakkor szamos klinikai vonatkozédsban jelentdsen eltér (8). Az ALK pozitiv
ALCL-hez képest sokkal gyakoribb a mediastinalis érintettség, 60 %-ban bulky tumor
képében jelentkezik, nagyobb aranyu a II. stddium. Nem érinti sem a bért, sem a csontot.
Mindezen klinikai tulajdonsagok, illetve az hogy ALK negativak, ugyanakkor gyakran BSAP
(PAX-5 gén terméke: B-sejt specifikus aktivacios protein) azt sugallja, hogy valdjaban
Hodgkin lymphomahoz tartozik, nem pedig az ALCL-hez.

2.3.5. HIV asszocialt ALCL

A HIV infekciohoz tarsul6 ALCL ritka, f6ként neutrophil gazdag altipusu, T-fenotipust és

legtobbszor a bort érinti.
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3. Az ALCL Kkezelése kemoterapiaval

Az anaplazias nagysejtes lymphoma a tébbi nagy malignitasti lymphomahoz hasonléan nagy
proliferacios készségli malignus betegség, mely kezelés nélkiil gyorsan haldlhoz vezet. Az
elmult 2 évtized klinikai tapasztalatai egyértelmiien bizonyitottdk, hogy legcélszeriibb a
kombinalt kemoterapia, mégpedig anthracyclint tartalmazo, agressziv kezelés a valasztando.

crer

mutatja a 4. tablazat.

Szam || Kezelés CR % PR% | OS %h6 |DFS%hé | Ref.
17 ProMACE-CytaBOM 62,5 12,5 66 (3¢év) 65 65
36 MOPP/EBV/CAD 78 6 69(74h0) 66
31 CHOP (22) + mas 81 (48 % CCR) 67
31 Vegyes 91 (52 % CCR) 73 (2év) 39 68
16 F-MACHOP/Tx 100 45 honal 100 100 (33h6) |69
15 CEEP-MINE/Tx 100 (CCR:100 % 68 honal) 70
146* ACVBP mBACOD 75 66 (5 év) 71
90 FMACHOP/MACOPB 70 18 63 honal 74 72
82 gy ||COPADM/VEBBP 95 83 (3¢év) 66 73
78 Vegyes ALK+77,3 |15 71+6 74
ALK- 56 28 1511

4. tablazat. ALCL kezelése, valaszarany, ttlélés irodalmi adatok alapjan.
Szam: betegszdm, CR. Komplett remisszio, PR: parcidlis remisszi6, OS: Osszesitett tulélés,

DFS: betegség mentes tulélés, Ref: irodalmi hivatkozas.

A fenti tablazatbol kitlinik, hogy mindinkdbb tért hodiit az agressziv kemoterapia
alkalmazasa, szekvencialis nagy do6zisu citosztatikumok hasznalataval. Két tanulményban is
»frontline” hemopoetikus Ossejt transzplantaciot alkalmaztak. A terapias valaszardny magas
(62,5-100 %, de zommel 90% koriili), a talélési mutatdk is rendkiviil jok. Az elmult évtizedek
szamos lymphoma klasszifikacioja koziil egy kevébé elterjedt beosztas a klinikai lefolyast
tekinti elsddleges szempontnak. Figyelembe veszi ugyannakkor a patoldgiai, molekularis

genetikai viszonyokat is. Négy alcsoportot alkottak: ,,good”, ,,not so good”, not so bad” és
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,bad”. E beosztas szerint az ALCL a jé prognozisi lymphomak koz¢ tartozik, a nagy sejtesek

koziil a legjobb. (75)

3.1. Hemopoetikus 0ssejt transzplantacio ALCL-ben

Europaban 6sszesen 451 centrumban végeztek 2001-ben hemopoetikus dssejtatiiltetést.

Orszag . o 3}

= i) - —

= = S | & 3 < A |2 S
Tx/10'f6/6v |71 198 377 | 180 78 386 82 21 6
(1998)
Tx/10'f6/év | 101 184 405 (207 106 384 111 |30 9
(1999)
Eii kiadas 602 NA 904 |INA 371 1793 |743 |INA NA
$/16 (°99)

Orsza § ) 5 o E’, — o0
= le 12 (X |z |z |8 |8 |® |t

p= z S i Z. b2 7 S O

Tx/10'16/ |71 434 |s00  [s01 355 [s08 [363 [791 |165

év (1998)
Tx/10f6/  [101  [440 [s07 486 [351 4890 [385 [NA 181
év (1999)

Ei kiadas | 602 |2339 |[1589 [[2103 [1347 [1168 [2547 |NA 974
$/£6 (°99)

5. tdblazat Eurdpai orszagok és hazank 1998-as, 1999-es hemopoetikus Ossejt transzplantacios
mutatoi 10 millio lakosra vonatkoztatva, illetve az egy fore esd egészségiigyi kiadas adatai

USA dolléarban (76). NA: nincs adat

Hazank hemopoetikus Ossejt transzplantdios mutatdi jelentésen elmaradnak az eurdpai

atlagtol, de még a kornyezd orszadgokétol is. Hazankban 1998-ban 71, 1999-ben 101, 2001-
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ben 128, 2002-ben 152/10 millié lakos transzplantacié tortént. 2003-ban 210 transzplantaciot
végeztiink el. Osszehasonlitasképpen néhany orszag adatat mutatja be az 5. tablazat.

A European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) - Eurdpai csontveld
transzplantacios tarsasag legfrissebb adatai szerint Europaban 2001-ben 18508 hemopoetikus
Ossejt transzplantacio tortént. Ebbdl autoldég 12335, allogén 6173 atiiltetés volt. Részletes
adatok az un. els6 transzplantacidban részesiilt betegekrdl allnak rendelkezésre. Ez a szam
15581 volt a 2001-es évben. A diagndzisok szerinti felosztdsban a leggyakoribb betegség a
NHL volt (3479 eset), az Osszes transzplantacid 22,3 %-a. Ez az arany még nagyobb, ha az
autolog atiiltetések aranyat vizsgaljuk: 3083 NHL-s eset / 10173 0Osszes autolog Ossejt
atiltetés (30,3 %). Allogén atiiltetés minddssze 396 volt NHL-ban, ez az Gsszes allogén
atiiltetés (5408) 7,3 %-a. NHL-ban tehat az dssejt atiiltetések koziil 88,6 %-ban autolog
transzplantaciora kertilt sor (77).

Arrol nem all rendelkezésre adat, hogy a NHL-s betegek koziil milyen ardnyban voltak az
ALCL-es betegek. Egy 1999-es EBMT altal kozolt retrospektiv tanulmanyban 64 ALCL-es
beteg (T- és null fenotipusti) autolog 6ssejt transzplantacidorol szamolnak be (78).

Az el6zd fejezet tablazatdban emlitett 2 tanulményban a kemoterapiat kdvetve, a remisszid
elérése utdn azonnal transzplantacioban részesiiltek a betegek. A rendkiviil agressziv kezelés
hatasara 100 %-os teljes valaszt, 6sszesitett tulélést és betegség mentes tulélést sikeriilt elérni.
Egy masik tanulmdny kiemeli, hogy ugyan 2-5 %-0s a transzplantacioval Osszefiiggd
halalozés, mégis a rendkiviil j6 eredmények miatt ez a kezelési stratégia biztositja a legjobb
hosszu tavu tulélést. Transzplantacio nélkiili agressziv kezeléssel nem tortént még prospektiv
Osszehasonlitas. Ezeknél az aiiltetéseknél még nem vették figyelembe, hogy az ALCL-nek
van jO ¢és rossz prognozisu formaja.Tekintettel arra, hogy az ALK pozitiv ALCL-nek nagyon
JO a prognoézisa a szerzok sem tudnak egyértelmiien allast foglalni ezen alcsoportban a ,,front-
line” transzplantdcid sziikségességérdl. Kiterjedt, extranodalis manifesztacioval jard
esetekben jo eredménnyel jarhat az intenziv kemoterapiat kdvetd autolog periférias vérdssejt
transzplantacio. Egyértelmii azonban a transzplantacid Iétjogosultsaga a kemoszenzitiv

relapszusban (79) .
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4. Célkitiizések

Célunk volt az anapldzias nagysejtes lymphoma differencial diagnosztikai nehézségei miatt a

pontos szdvettani besorolast eldsegiteni az immunhisztokémiai és molekuldris genetikai

vizsgalatokkal.

1.

Paraffinos szovettani blokkokon ismételten elvégeztiik a hematoxylin eosin festést,
valamint szamos immunhisztokémiai reakciot, koztiik az ALK 1 reakciot is.

Az ALK pozitiv eseteknél megvizsgaltuk a festddés intracitoplazmatikus eloszlasat,
mely a specifikus molekuléris genetikai eltérésekre nézve is irdnyadé (NPM-ALK
vagy egyéb fuzios partnerek).

Az ALK pozitiv eseteknél egyéb kiegészitd immunhisztokémiai reakcidkat is
elvégeztiink a folyamat pontosabb igazolasara (TIA-1, Perforin, Granzyme-B, CD68,
ALK festés mag hattérfestés nélkiil).

Elvégeztiik a rendelkezésre allo fagyasztott mintakbol izolalt DNS-eken polimerdz
lancreakciéval (PCR) a folyamatok genotipusanak megallapitdsa céljabol az
immunglobulin nehéz lanc (IgH) és a T-sejt receptor (TCR) béta- illetve gamma
génatrendezddés vizsgalatot.

Elvégeztiik — magyar mintdkon elészor — a t(2;5) és t(1;2) transzlokéciok DNS alapu
PCR vizsgalatat, valamint ezen mintdk reverz transzkriptdz (RT-PCR) vizsgalatat az
extrahalt RNS-ek felhasznaldsaval.

Megvizsgaltuk PCR metodikaval 33 ALCL-es és 28 B-sejtes lymphomdés beteg
gyakorisagat, 2 esetben csontveld aspiratumbdl funkcionalis MDR tesztet végeztiink.
A genetikai eredményeket megvizsgaltuk a betegség lefolyasa tekintetében. Ertékeltiik
a kemoterapias valasz, a kemorezisztencia és a relapszus gyakorisagat a kiillonbozd
betegcsoportokban.

Szintén PCR-al 4, a vénas és artérias thrombembolia kialakulasaban riziko
tényezoként szerepet jatszo mutaciot vizsgaltuk 43 ALCL-es és 22 B-sejtes nagy
malignitdsu lymphomas beteg periférids vérébdl (FV Leiden muticid, Prothrombin
G20210A mutacio, PIA2 all¢l, MTHFR C677T mutacio).

Citogenetikai vizsgalatot végeztiink 5 ALCL-es beteg csontveld mintdjabol, 4 beteg
nyirokcsomdjabol, illetve egy ALCL-es leukémidas beteg periférids vérébol.

Aramlési citometriai vizsgalatokat végeztiink 9 ALCL-es csontvelé mintén, valamint
17 ALCL-es beteg periférias vérén T- és B-sejt markereket alkalmazva, tovabba 2

esetben funkciondlis multidrug rezisztencia tesztet végeztiink.
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10. Megvizsgaltuk 27 ALCL-es, 8 DLCL-es ¢s 2 Hodgkin lymphomas beteg szérumat
keringd NPM-ALK ¢s ALK ellenes antitest irdnyaban.

11. Létrehoztunk egy orszdgos ALCL regisztert, melyben 179 beteg klinikopatologiai
adatai allnak rendelkezésre. Megvizsgaltuk a legfontosabb demografiai, klinikai,
szovettani, kezelési és tulélési eredményeket.

12. Megvizsgaltuk a hazai 3 felndtt transzplantaciés centrumban végzett 23 ALCL-es

beteg autolog hemopoetikus dssejt transzplantacios eredményét.

5. Vizsgalatok

Franciaorszagban, Toulouse Purpan Egyetem ,Laboratory of Anatomic Pathology”-ban
Georges Delsol professzor laboratoriumaban végeztem molekularis genetikai ¢és
immunhisztokémiai vizsgéalatokat. Harmincharom, az orszdg 5 patologiai intézetébdl
szarmaz0 paraffinos nyirokcsomé blokkot (Gyor, Kaposvar, Miskolc, SOTE II. Patholégia,
Szombathely) és 16 fagyasztott nyirokcsomé biopszias mintat (PTE AOK Pathologiai Intézet
¢s Szombathelyi Korhaz Pathologiai Osztalyatol) volt modomban megvizsgalni.

5.1. Immunhisztokémia

A paraffinos blokkok koziil hatot reparaffindlni kellett, részben a minta sériilése, részben
mérete miatt. Microtommal 10 um vastagsagu szeleteket készitettliink, majd megkezdtiik a
hisztokémiai, immunhisztokémiai festéshez az el0késziileteket.
Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz mddositott Shi mddszerrel (22) végeztiik a paraffinos
blokkokbol az antigén el6hivast. A metszeteket deparaffinaltuk, miinyag edényekbe
helyeztiik, melyek 350 ml 10 mmol/l-es Na-citrat puffert (pH:6) tartalmazott. Mikrohullamt
stitében melegitettiik 750 W-on 15 illetve 10 percig. Harminc perces lehtités kovetkezett
szobahdn. Vizben mostuk, majd az endogén peroxidazt blokkoltuk metanolban oldott 0,3 %-
os hydrogén peroxiddal 30 percig. A metszeteket vizben, illetve PBS-ben oblitettiik. ALK 1
festést streptavidin-biotin-peroxiddz komplex médszerrel végeztiik. Dako StreptABComplex/
HRP Duet (Mouse/Rabit) kit (Dako, kod: No. K492; Coppenhagen, Denmark).
Az alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

1. Hematoxylin-eosin festés (HE)

Mind a 33 blokkbol megtortént a metszetek festése.

2. ALKI festés
Mind a 33 blokkbol megtortént a metszetek festése.

3. Perforin festés

24



4. TIA-1 festés
5. Granzyme B festés
6. CD68 (Kpl) festés
7. CD30 (Ki-1) festés
Ez utobbi kiegészitd festéseket csak az ALK pozitiv, illetve a bizonytalan, nem egyértelmi

esetekben végeztiik.

5.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

5.2.1. DNS és RNS izolalas

A megérkezett fagyasztott mintdkat 3x3x4 cm-es milanyag tartdlyokba helyeztiik. Minden
mintat egy Tissue Tek (Sakura) nevii ragasztoval rogzitettik a ,,satuba” az elmozdulas
megakadalyozéasara. Kryostat microtommal -20 C-on 10um vastagsagu, atlagosan 8x5 mm-es
szeleteket vagtunk. Ilyen szeletbdl 10 keriilt bele egy-egy microcentrifugacsébe. Amennyiben
a minta kisebb volt, akkor tobb szeletet vagtunk. Minden mintabol 4-4 lenyomati készitményt
is félretettiink hematoxylin-eosin és ALK festés céljabol, illetve tartaléknak. A mintak lysisét
két modszerrel végeztilk. Amennyiben bdven rendelkezésre allt anyag, akkor ugynevezett
SDS (Na-dodecyl sulphat), fenol/kloroform-os extrakcidt, ha a minta nagyon kevés volt,
akkor ,,csak fehérjeemésztds” DNS extrakciot alkalmaztunk, ugyanis az SDS gétolja a DNS
polimerazt. Mindkét modszerben hasznaltunk ,,lysis puffert”, Proteindz K-t (PK), EDTA-t,
NaCl-ot. Altaldban a nyirokcsomo, nagyobb tumorszovet, csontvelé biopszids mintdkbol az
SDS-es moddszer, liquor, bor, csontveld aspiratumbo6l SDS nélkiili modszer az alkalmasabb
DNS izolalasra. Egyetlen mintank volt olyan kis méretli, hogy SDS nélkiili modszert kellett
alkalmaznunk, itt 100 pl lysispuffert, 20 pl proteinaz K-t tettiink a mintara. A t6bbi mintahoz
egy olyanelegyet adtunk hozza, mely 350 ul lysispuffert, 50 pl proteinaz K-t, 50 ul SDS-t
tartalmazott. Ejszakara 37 C-on a razoba helyeztiik. Masnap a mintédkat 5 percre 95 C-os
vizfiirddbe helyeztiikk. Az egyetlen csontveld aspiratumbol készitett Ficoll-os szeparatumot
(15700, 2190) felolvasztas utdn 3 percig 9 C-on 3500 rpm-mel centrifugaltuk, majd a
feliiluszo ledntését kovetden ujabb 3 percig 11 C-on 3500 rpm-mel centrifugaltuk. A
feltiluszot ismét ledntottiik, majd a lysispuffert, SDS-t, PK-t adtuk hozza 65 C-os vizfiirdébe
helyeztiik, majd a fehérjeemésztést 5 perces 95 C-os vizfiirdébe helyezéssel allitottuk le.
Innen a tobbi mintdhoz hasonldan folytattuk a miiveleteket. Szemkontrollt alkalmaztunk,
amelyik minta homogénnek tiint — a fehérje megemésztédott — azokat hiitébe helyeztiik,

amelyekben zavaros csomok maradtak, azokat 65 C-os vizfliirdobe helyeztiik, egy-egy
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mintaba ujabb 30 pl PK-t adtunk. A proteindz K-t kis porcidkban (50 pl) lefagyaztva taroltak
megakadalyozva a korai megromlasat.

Egyszerre 8 mintaval dolgoztunk. Mindegyik csé mogé 2-2 jabb kis centrifugacsdvet tettiink,
megszamoztuk. Minden mintara 450 pl fenolt mértiink, majd 5 perces gépi ,korrazast”
alkalmaztunk. Ezutdn 18 C-on 5 percig 4500 rpm-mel centrifugaltuk Eppendorf Centrifuge
5810 R centrifugaval. A felsé réteget leszivtuk, a megszdmozott jabb csovekbe tettiik, az
also réteget kidobtuk. A mintédkra 450 pl fenol/kloroform 1:1 ardanyt elegyét mértiik ra. 5 perc
razas utan ujabb 5 perc centrifugalas (18 C, 4500 rpm) kovetkezett. Kisebb pipettaval a
feliiluszot ismét Bjabb csovekbe tettiik, melyre ezuttal kloroform/isoamyl alkohol 49:1 aranyu
keverékébol 450 pl-t mértiink be. Mar lathatdéak voltak a DNS szalcsak. 5 perc razas majd 5
perc elézdekkel megegyezd centrifugalas kovetkezett. Ovatos feliiliszo leszivas utan 45 pl
2M-o0s NaCl-ot adtunk a mintdhoz illetve 990 pl abszolut alkoholt. Jobbra-balra torténd
dontogetés soran a ,,DNS-felhdk™ lathatoak voltak a mintaban. Egy ¢jszakara —20 C-ra tettiik
a mintadkat. Masnap reggel a mintdkat 4 C-on 14000 rpm-el 15 percig centrifugaltuk. A
feliiluszo ledntése utdn 300 pl 70%-os etanolt adunk hozza, 15 perces ujabb centrifugalas
kovetkezett 4 C-on 14000 rpm-mel. Ezutan kicsepegtettiik beléle az alkoholt, dvatosan tiszta
papirra raiitogettiik, majd fejjel lefelé a laminar boxban — ahol eddig is az Osszes miiveletet
végeztiik — szaradni hagytuk a nyitott csoveket. [dokdzben a maradék mintakon elvégeztiik a
teljes miiveletsort. Tovabbra is nagyon ligyelve a kontaminacié elkeriilésére a kiszaradt DNS
kevésnek tlint a DNS ott csak 70 pl-t. A kis centrifuga csdveket 6vatosan pocogtettiik, majd
egy ¢jszakara ismét a ,,korrazoba” helyeztiik.

Mivel az immunhisztokémiai reakcio kiértékelése soran a 34 paraffinos blokkbol 4 bizonyult
elsd vizsgalat soran ALK pozitivnak, DNS izolalast kezdtiink ezekbdl a mintakbol is. Ezuttal
egy masik — paraffinba dgyazott anyagok metszésére alkalmas — géppel végeztiik a szeletelést
hasonlo technikaval. Ezuttal 5 um vastag 20 metszetet helyeztiink a microcentrifugacsébe. A
metszetekre 1 ml xylene-t tettlink, mellyel 5 percig raztuk, majd 18 C-on 5 percig 8000 rpm-
mel centrifugaltuk. Két alkalommal megismételtiik a xylenes razést és centrifugélast, majd 1
ml abszolut alkoholt tettiink a mintdhoz, 2 perc razas utan 18 C-on 8000 rpm-mel 5 perc
centrifugalds kovetkezett. Ezt a muveletet megismételtiik, majd leszivtuk, eltavolitottuk az
alkoholt. Egy ml SDS nélkiili lysispuffert adtunk a mintahoz (Tris 1M; pH:7,5 25 ml, EDTA
0,5 M; pH:8 10 ml, NaCl 1M 50 ml, Lithium carbonat 1 g, 4x autoklavozott H;O 500 ml-re
higitva). Ezutan 15 perc pihentetés, majd hasonld centrifugalas (5 perc 18 C, 8000 rpm) utan a

feliiluszo ledntése kovetkezett.
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Sor- A260 |DNS konc. 1000/DNS 200 ng/ pl-hez||200 ng/ pl-hez
Szam ng/ ul koncentr. DNS ul TE pl
2176 0,232 ||1160 0,862 17,24 82,76
2177 0,236 || 1180 0,847 16,94 83,06
2178 0,214 ||1070 0,935 18,7 81,3
2179 0,146  ||730 1,370 27,4 72,6
2180 0,201 1010 0,990 19,8 80,2
2181 0,124 620 1,613 32,26 67,74
2182 0,189 ||950 1,053 21,06 78,94
2183 0,347 ||1740 0,575 11,5 88,5
2184 0,131 ||650 1,538 30,76 69,24
2185 0,151 ||760 1,316 26,32 73,68
2186a  |Lysis ||X X X X
2186b 0,176  ||880 1,136 22,72 77,28
2187a 0,090 ||450 2,222 44,44 55,56
2187b 0,295 || 1470 0,680 13,6 86,4
2188 0,387 ||1930 0,518 10,36 89,64
2189 0,133 ||660 1,515 30,3 69,7
2190 0,109 ||550 1,818 36,36 63,64
2191a 0,452 2260 0,442 8,84 91,16
2191b 0,222 ||1110 0,901 18,02 81,98
2192F 0,525 2620 0,382 38,2% 61,8%
2193F 0,129 ||650 1,538 153,8* 0*

6. tdblazat Munkatablazat (DNS mennyiség kiszamitasa)

A 2192F ¢és a 2193F mintak paraffinos blokkbdl izolalt mintak voltak.

*: a parrafinos blokkbol izolalt mintdkon a DNS koncentraciét nem 200ng/ul-re, hanem 1
pg/ul-re allitottuk be. A DNS koncentracio értékét az A260x50x100 képlettel szamoltuk ki,
ahol az 50-es értek a DNS fényelnyelési faktora, a 100-as érték a 100x-os higitasbol adodik.
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Mivel az utols6 mintdban a kivant végvolumennél (100 pl) tobb volt a DNS mennyisége, a

PCR soréan a bemért viz mennyisége kisebb lett.

Lithium carbonatot nem tartalmazo lysispufferbdl 450 pl-t, proteindz K-bol 125 pl-t
mértiink az oldathoz, mely 50 C-os vizfiirddben egy Usz6 lyukas szivacslapba dugva
egy ¢jszakat pihent. A lysatumokbdl biztonsagi tartaléknak lefagyasztottunk 125 pl-t.
Ezutan a fagyasztott mintakkal megegyez6 fenol, fenol/kloroform, kloroform/isoamyl
alkohol extrakciok kovetkeztek, majd a 2 M-os NaCl, illetve a kiilonb6z6 toménységii
alkohol kezelések kovetkeztek a centrifugalasokkal. Lecsepegtetés, szaritds utan 100
ul TE puffert tettlink a mintdkhoz. Ebbdl az oldatbdl 1 pl-t kivettiink és 99 pl
desztillalt vizbe tettik. A DNS koncentracid6 mérés ebbdl az oldatbol tortént
fotométerrel. A DNS koncentraciot ugy allitottuk be, hogy az 200 ng/ul legyen. A
polimerdz lancreakcidohoz (PCR) ebbdl kellett mintanként 2,5 pl-t kimérni, igy 500 ng
DNS kertilt bele a PCR elegybe mintdnként. Az RNS extrakciohoz a kereskedelemben
kaphat6 RNeasy Mini Kit (Quiagen) technikat alkalmaztunk.

5.2.2. Polimeraz lancreakcio (PCR) vizsgalatok

5.2.2.1. c-raf-1 gén

Els6 alkalommal azt vizsgaltuk, hogy a kinyert DNS-iink illetve RNS-iink j6 mindségii-e,
lehet-e amplifikalni a sorozatos PCR vizsgalatok alatt. Az un. ,,housekeeping” génként c-Raf-
1-et alkalmaztunk.

A fent jelzett 21 mintan (2176-2193F) kiviil az utolsé kettébdl 2-2 mintdn, valamint 12
Toulouse-i anyagon végeztiik el a PCR-t az alabbi kondiciok szerint:

Anyag |H20 dNTP TP10x MgCl, 8+primer 9-primer Taq DNS

Ml 28,25 8 5 5 0,5 0,5 0,25 25
Xl 988,75 280 175 175 17,5 17,5 8,75 35x2,5

N /!
y

Ebbdl a hat anyagbdl all az tin. mix, melybdl 19,25 pl-nyit mértiik ra az egyes csovekbe eldre

bemért 28,25 pl vizre. A DNS mennyisége PCR elegyenként 2,5 ul volt. A két primer

szekvencidja a kovetkezo volt:
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Raf 8 +: 5’-GAT GCA ATT CGA AGT CAC AGC G-3’

Raf 9 -: 5’-TTT TCT CCT GGG TCC CAG ATA-3’

Két-két csepp steril 4svanyi olajjal zartuk le a csdveket, megakadéalyoztuk a kontaminaciot. A
csovek alufolidzott kis csdtartd allvanyon sorakoztak, mely jégzuzalékban allt. ,,Hot start”
utan indult a PCR 34 ciklusa, Gold Taq-ot alkalmaztunk, célja a nem specifikus
amplifikatumok elkeriilése. A DNS polimeraz csak az els6é denaturdcio utan valik aktivva. A
denaturacio 93 C-on, az annealing 54 C-on, az elongacioé 72 C-on tortént.

Két szdzalékos agardz elektroforézissel, ethidium bromiddal UV fény alatt vizualizaltuk az
amplifikatumot. PCR soran az amplifikacids band-et a 258 bp fragmentumnal észleltiik. RT-
PCR soran ketté amplifikatum képzddik, az egyik 148 bp az RNS, illetve a cDNS, mig egy
258 bp hosszisagh a genomikus DNS amplifikdtuma, mivel a DNS-t nem tavolitjuk el az
RNS extrakcio soran DNS emésztéssel.

Az Osszes fagyasztott mintabol nyert DNS jol amplifikalodott. A paraffinos blokkokbol
extrahdlt DNS-ek ugyanakkor nem voltak hasznalhatok tovabbi vizsgélatokra. Ez azért is
nagyon sajnalatos, mert idokdzben felkésziiltiink a Southern blot-ra, melyen a 15404-es csak
citoplazma lokalizacioban észlelt ALK1 pozitivitast esetet kivantuk tovabb tanulmanyozni.
Elviekben fennallt annak a lehetdsége, hogy vagy egy ritka transzlokacio tipust, vagy egy
korabban eddig nem ismert transzlokdciot mutathattunk volna ki. Amersham Pharmacia

Biotech Hybound-N pozitiv toltésli nylon membranjat hasznaltuk a Southern blot vizsgalatra.

5.2.2.2. Imunglobulin nehéz lanc génatrendezodés (IeH)

A B-sejtes lymphoproliferativ betegségek klonalis eredetének bizonyitasara seminested PCR
technikat alkalmaztunk Trainor illetve Ramasamy modszerével. (80,81) E két modszer soran a
FRII-VH illetve a FRIII-VH specifikus band-ek nyerhetdk, mig Aubin metodikajat kovetve
(82) a FRI régiot is amplifikaltuk.

Az alabbi primereket hasznaltuk:

FRIc: 5’-AGG TGC AGC TG(G/C) (A/T)G(G/C) AGT C(G/A/T)G G-3’
FR2a: 5’-TGG (A/G)TC CG(C/A) CAG (G/C)C(T/C) (T/C)CN GG-3
FR3a: 5’-ACA CGG C(C/T)(G/C) TGT ATT ACT GT-3

LJH: 5-TGA GGA GAC GGT GAC C-3’

VLJH: 5’-GTG ACC AGG GTN CCT TGG CCC CAG-3’
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A PCR kondicidk a kdvetkezok voltak: 35 ciklus 10 perces hot starttal (93 C), denaturacio 93
C, annealing 50 C a FR2a/JH-nal, 54 C a FR1c¢/JH és FR3a/JH esetén, elongacio 72 C.
Minden lépés 1 percig tartott, végso elongacid 10 percig 72 C-on.

A vizsgalat szenzitivitdsa — klondlisan atrendez6dott B-sejtes populacido - > 1% az Osszes
polyclonalis B-sejt koziil, mely a nyirokcsomokban normalisan jelen vannak, mig az osszes

mononuclearis csontveldi sejt koziil > 0,1%.

5.2.2.3. T-sejt receptor génatrendezodés (TCR)

5.2.2.3.1. TCR-béta
A T-sejt receptor-f génatrendezodést két 1épéses PCR-val végeztiik McCarthy mddszerével

(83). A két diversity (D) szegmens koziil a DB1, a 13 J régi6 szegmense koziil a JB2
atrendezddését vizsgaltuk az elsd, a variabilis VP és szintén a JB2 atrendez6dését a masodik
1épésben. Az aldbbi primereket alkalmaztuk:

Dp1: 5-CAAAGC TGT AAC ATT GTG GGG AC-3’

IB2:  5°-AGC AC(C/T/G) GTG AGC C(T/G)G GTG CC-3’

VB:  5°-TGT A(C/T)C TCT GTC GTG CCA GCA G-3’

A kondiciok a kovetkez6k voltak: denaturalas 93 C-on 1 perc, D1/ JB2: annealing 59 C-on,
VB/JB2: annealing 53 C-on egyarant 1-1 perc, elongacidé 73 C-on 1 perc, 30 ciklus, majd egy
végsd 10 perces elongacid. A PCR termékek varhato nagysaga 55-100 bp kozotti.

5.2.2.3.2. TCR-gamma

A T-sejt receptor-y génatrendezddést kettds (yl és y2), un. multiplex PCR-ral, seminested
technikdval végeztik Osszesen 7 primer felhasznaldsaval (83). A alabbi szekvencidkat
tartalmazo primereket alkalmaztuk:

VyI cons: 5’-CTG GTA CCT ACA CCA GGA GGG GAA-3°

Vy 9.2 5’-GAA AGG AAT CTG GCA TTC CG-3°
Vv 10: 5’-GCA GCA TGG GTA AGA CAA GC-3°
Vy 11: 5’-GAT TGC TCA GGT GGG AAG AC-3°
Jy 2S2: 5’-CCT GTG ACA ACA AGT GTT GT-3’
JP: 5’-TTG TTC CGG GAC CAA ATA CC-3°
JP1/2: 5’-CCA GGT GAA GTT ACT ATG AG-3’

A primerekbdl 2 keveréket készitettiink: Pmix1: Vyl cons, Jy2S2, JP és JP1/2, Pmix2: Vy 9.2,
Vy 10, Vy 11, Jy2S2, JP és JP1/2.
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Az elsd, y1 nevii PCR-hoz az aldbbi anyagokat hasznaltuk:
Anyag |H20 dNTP TP10x MgCl, DMSO Pmixl Taq DNS

Ml 23 8 5 5 5 0,5 0,25 25
Xl 782 272 170 170 170 17 8,5 34x2,5

A masodik, y2 nevili PCR csak a primer keverékben tér el az elsotdl:

Anyag |H20 dNTP TP10x MgCl, DMSO Pmix2 Taq DNS

Ml 23 8 5 5 5 0,5 0,25 2,5
X ul 782 272 170 170 170 17 8,5 34x2,5

Mindkét esetben a denaturdlds 93 C-on, az annealing 55 C-on, az elongaci6 72 C-on tortént.
Ugynevezett seminested PCR-t alkalmaztunk, mely azt jelenti, hogy az elsé amplifikatum 1
%-a volt a masodik PCR templatja ujabb 35 ciklusban az elsével megegyez6 PCR kondiciok

szerint.

5.2.2.4. Kromoszoma transzlokacios PCR vizsgalatok

5.2.2.4.1. (2:5) transzlokacio
Az ALK pozitiv anaplazids nagysejtes lymphoma 75-80 %-ban NPM-ALK gének

transzlokacioja torténik meg. Ezek molekuldris genetikai kimutatasdra részben RNS alapu
PCR-t (RT-PCR-t) lehet alkalmazni, mely sokkal pontosabb eredményeket biztosit. Az 4t nem
ir6d6 DNS szakaszok az RT-PCR soran nem zavarjdk a reakcidt, nem keletkeznek nem
specifikus amplifikatumok.

A RT-PCR-hoz a kinyert mRNS-bdl Access RT-PCR system (Promega) reverz transkriptaz
segitségével cDNS-t készitettlink.

A t(2;5) transzlokaci6 soran mind az RT-PCR, mind a DNS alapu PCR-nal seminested
technikat alkalmaztunk (85), melynek soran az elsé amplifikatum 1-2 %-a (0,5-1 pl) volt a 2.
PCR templatja, akkor a nagyobb adag, ha az amplifikatum nem tal nagy. Az els6 PCR-hoz az

alabbi primereket hasznaltuk:

5’NPM: 5°-TCC CTT GGG GGC TTT GAA ATA ACA CC-3°
ALKI: 5’-GCC AGC AAA GCA GTA GTT GGG GTT G-3°
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A masodik PCR-hoz pedig az el6zével megegyezden 5’NPM primert, illetve:
ALK2: 5’-GTC GAG GTG CGG AGC TTG CTC AGC 3’ .

Az alabbi anyagokat hasznaltuk a vizsgalathoz mintanként:

Anyag |H20 dNTP TP10x MgCl, 5NPM ALKl Taq DNS

Ml |25,25 8 5 5 2 2 0,25 2,5

A masodik PCR-hoz mivel az elsé¢ amplifikdtumbol 0,5 pl DNS-t hasznaltunk, ezért a viz
mennyisége 2 pl-rel tobb volt, itt az ALK2 primer volt az 5’NPM primer parja:
Anyag |H20 dNTP TP10x MgCl, 5’NPM ALK2 Taq DNS

™I |27,25 8 5 5 2 2 0,25 0,5
Természetesen negativ kontrollként hasznaltunk ,,vak” mintaként vizet, a mdasik negativ
kontroll (T-) egy reaktiv T sejtes mintabol nyert DNS, a pozitiv kontroll pedig a SU DHLI
ALK pozitiv anaplazids nagysejtes lymphoma sejtvonalbol nyert DNS volt. A PCR kondiciok
az alabbiak voltak: 5 perces 94 C-os hot start, majd a program: 30” 94 C, 3’ 68 C 35 cikluson
keresztiil, majd 8 72 C-os elongacid befejezésként. Lathatd, hogy az eddigi PCR-oktol
eltérden nincs harmadik hOmérséklet — mely &ltaldban 54-55 C — hanem csak kétfajta
hémérsékleten torténik a program. A mintdkat 4 C-on taroltuk a vizsgalat utan. A masodik
PCR kondiciéi annyiban tértek el az elsotdl, hogy a 94 C-os denaturalas 207-ig, a 68 C-os
annealing ¢és elongacid 5°-ig tartott, a hot start és a végsd elongacids id6 megegyezett az elsd
PCR-ban hasznalt id6tartamokkal. Az elektroforézis 1 %-os agardézon tortént 125-140 V
fesziiltségen. Ha nagyobb a g¢l, akkor a nagyobb fesziiltséget alkalmazzuk. Molsily
markerként SL markert alkalmaztunk, mely 102-104 bp stlyu mintak jeldlésére alkalmas.

5.2.2.4.2. t(1:2) transzlokacio
Az ALK pozitiv ALCL 25-30 %-ban nem a NPM-ALK transzlokacid a felelés a malignus

atalakulasért, hanem az ALK egy¢éb fuzids partnerei. Ezek koziil a leggyakoribb — az ALK
pozitiv esetek mintegy 18 %-ban - a TPM3 gén kertil juxta pozicioba az ALK génnel. Ezen
molekularis genetikai eltérés igazolasara is PCR vizsgalatot alkalmaztunk.

Az RNS extrakcié utan €s a reverz transzkcripeid utan a kovetkez6 primerek felhasznalasaval

végeztiik a nested PCR vizsgalatot (37):
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Az elsé PCR primerei:

cTPM1: 5’-CGA GAA GTT GAG GGA GAA AGG ¥’

ALKI: 5’-GCC AGC AAA GCA GTA GTT GGG GTT G-3°

Ot perces DNS denaturalas és AmpliTaq Gold DNS polimerdz aktivalas utan (94 C-on) 30
ciklus kovetkezett: 45” 94 C denaturalas, 45” 62 C annealing és 45 72 C elongacid, a végén
8 perc tovabbi elongacié 72 C-on.

A masodik PCR soran az els§ PCR temékbdl 1 pl-t hasznaltunk templatként. A primerek a

kovetkezdk voltak:
cTPM3: 5’-CTG GCA GAG TCC CGT TGC CGA G-3’
ALK2: 5’-GTC GAG GTG CGG AGC TTG CTC AGC 3’

A PCR kondicidk az el6zével megegyeztek. A PCR termékek hossza 300 bp.

5.2.3. Elektroforézis

A polyacrylamid gélelektroforézishez un. heteroduplex analizist végeztiink (86), melynek
soran a PCR amplifikatumokbol 20-20 pl-t Eppendorf csébe mértiink, 5 percig denaturaltuk
94 C-on, majd renaturaltuk 60 percig 4 C-on (jégbe tettiik). Ezutdn 3 pl 4 C-ra hitott
bromfenol-kék és 10-szeres toménységli xylen cyanolt adtunk hozza, majd azonnal nem
denatural6 polyacrylamid gélen inditottuk a futtatast.
Polyacrylamide gélt alkalmaztunk

1. FR2a/JH-hoz és a TCR-y-hoz 6 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)

2. FR3a/JH-hoz 8 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)

3. FRIc/JH-hoz 5 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)

4. TCR-B-hoz 7 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)
Agar6z gélt alkalmaztunk

1. c-raf-1-hez és t(1;2) transzlokaciohoz 2 %-osat

2. t(2;5) transzlokacidhoz 1 %-osat
Mindegyik gél tartalmazott 6-8 pl ethidium bromidot a vizualizalashoz.
A 2%-o0s agaroz gélt ugy készitettiik, hogy 6 g agardzt 300 ml TBE 1x oldatba tettiik, majd jol
Osszekevertiik. Mikrohullamu siitében 2x2 percig foztik 600 wattal. Kétszer 150 ml-t
ontottiink ki az elektroforetikus tartalyba.
Marker 4 molsuly markert alkalmaztunk, mely kék szinli, minden DNS amplifikatumra 5-5
pl-t mértiink ra. Ez a festék a 0,47-8,79 x 10° dalton molsulyi anyagokat festi meg. Az
elektroforézishez minden ,lyukba” a mar megfestett DNS amplifikatumbol 20-20 pl-t

rétegeztiink.
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GIBCO BRL electrophoresis power supply aramforrasrol 125 V fesziiltség mellett indult a
futtatas fliggdleges iranyban, amennyiben polyacrylamid gélelektroforézist alkalmaztunk.

Az agardz elektroforézis vizszintes iranyu, itt is 5 ul Marker 4-et mértiink az amplifikatumra,
itt is 20-20 pl megfestett amplifikatumot mértiink az elektroforézis ,,lyukacskaiba”. Az FR2a
elektroforézisbe 18 pl-t, a TCR- elektroforézishez 30 pl-t mértiink be. A DNS mérete és
elektroforetikus futasi tulajdonsagok alapjan valtozik a bemért amplifikdtum mennyiség.
Mindkét fajta elektroforézisnél a futtatasi id6 4-4,5 ora volt. A géleket hdromszor mostuk 20
percig desztillalt vizben, majd a migraciés mintazatot UV fény alatt polaroid kameraval

rogzitettiik.

5.2.4. Multidrug rezisztencia gén vizsgalata

A malignus hematolodgiai betegségek kezelésekor az esetek dontd tobbségében kezdetben jo
terapias valaszt sikertil elérni. A remissziot kovetden azonban gyakran relapszus 1ép fel, ekkor
a tumorsejtek ellenallokka valnak a citosztatikumokkal szemben. A rezisztens tumorsejtek
mar kezdetben jelen lehetnek és a kiszelektalodott daganat sejtek klonalis expanzidja alakul
ki. A masik lehetdség, hogy a tumorsejtekben egy spontdn mutacié 1ép fel, mely szintén
tulélési elonyt nydjt a sejt szamdra. Ezen folyamatok hatterében a multidrug rezisztencia
(MDR) mechanizmus all. A tumorsejtek gyakran kereszt rezisztenciat mutatnak az egymassal
szerkezeti hasonlosdgot nem mutatd citosztatikummal szemben. Ilyen szerek az
anthracyclinek (doxorubicin, daunoblastin, idarubicin), epipodophyllotoxinok (etoposid,
teniposid), a vinca-alkaloiddk (vincristin, vinblastin), a taxanok (taxol, taxotere) és az
amsacrin. Altaldban ezek a szerek kicsi, hydrophob molekulak. Az antimetabolitok
(methotrexate, cytosin arabinosid), az alkilalo6 szerek (melphalan, chlorambucil,
cyclophosphamid) ¢és a platina készitmények ellen mas gyogyszer rezisztencia
mechanizmusok fejlédtek ki. Kiilonb6zé enzimek szintje valtozik meg a gydgyszer lebontas
fokozasara:  Glutathion-S-transzferaz,  Glutathion peroxiddz, deoxycytidine kindz,
topoisomerdz Ila.5, illetve egyéb fehérjek expresszidja fokozodik: ,,multidrug resistance
associated protein” (MRP), lung resistance protein (LRP). A legismertebb fehérje, mely részt
vesz a MDR-ben a P-glycoprotein (P-gp). Ezt a 170 kDa molekulatomegii, 1280 aminosavbol
allo proteint az mdrl gén kodolja, mely a 7. kromoszoman foglal helyet (7q36). A mdr3 gén
szintén a P-gp-t kodolja és szintén a 7. kromoszoman talalhatd, mégis csak az mdrl altal
koédolt fehérje felelds a drogok membranon keresztiili kipumpélasaban. A P-gp az ,,ATP-
binding casette” (ABC) transzporterek csaladjaba tartozik. Két szerkezetileg homolog részbdl

all, a fehérje foszforilacioja sziikséges a drog efflux-hoz. A P-gp nem egy egyszerii pumpa,
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hanem a membranban aktivan (ATP dependens mdédon) nyomja ki a szubsztratjat, mely nagy
szamu amfipatikus, hydrophob anyag lehet. Az elmult években szdmos anyaggal probalkoztak
gatolni a gyogyszer kipumpalast. Ilyenek voltak bizonyos Ca-antagonistdk, melyek koziil a
legtobb tapasztalat a verapamillal sziiletett. A masik leginkabb vizsgalt MDR gétl6 anyag a
cyclosporin A és annak analdgjai. (Klinikank is részt vett egy fazis Il vizsgélatban, ahol a
PSC 833 nevili készitmény hatdsossagat vizsgaltuk akut leukémids betegeknél). Ezen szerek
kompetitiven gatoljak a P-gp-t. Tobb mddszert kidolgoztak a MDR vizsgélatara: in situ
hybridisatio, PCR, RT-PCR, immuncitokémia, aramlasi citometria kiilonbozo festékekkel
(MRK 16, U1Cl), rhodamin retencio.

A PTE AOK Kozponti Klinikai Kémiai Laboratériumaban végeztiik a molekularis genetikai
vizsgalatokat. Az MDR-1 gén 26. exonjaban, a 3435-0s pozicidban bekdvetkezd pontmuticid
kimutatasara LC-RPCR-t (light cycler real time polimeraz lancreakcid) alkalmaztunk (87). Ez
egy egylépéses genotipizalas, ahol a PCR-t kombinaljuk egy fluoreszcens probaval, mely a
DNS olvadéaspontjat (melting point) analizalja. A betegekben kialakult ,,single nucleotid
polymorphismust” (SNP) detektaltuk. A vad tipusban a jelzett helyen (3435) cytosin van:
agatCgtga, mig a mutans valtozatban timin: agatTgtga. (88). A bazis kicserélddése ugyan nem
hoz létre aminosav szekvencia valtozast, azonban a  géntermék — P-glycoprotein —
expresszidjanak a mértéke modosul. Azt feltételezik, hogy a valtozds az MDR-1 gén
régioban. Mindenesetre a C3536T polimorfizmus az MDR-1 expressziojaban, aktivitdsaban
megnyilvanul. A homozygota T/T alléllel rendelkezd betegeknél kisebb az MDR
kialakulasanak kockazata, a homozygota C/C allélii betegeknél viszont a rizikd jelentdsen
fokozddik. A heterozygota esetekben (C/T) az MDR kialakuldsanak esélye a két érték kozotti.
Az eredeti kdzleményben a 188 egészséges onkéntes donor kozott 48,3 % volt a heterozygota,
23 % a homozygota mutans (88). Hasonléak az eredmények egy masik német intézetben
végzett vizsgalat szerint: homozygota 3435C allél 29/126 (23 %), heterozygota 59/126 (46,8
%) és homozygota 3435T 38/126 (30,2 %). (87). Egy masik tanulmanyban 461 onkéntes
koziil 53,9 % volt heterozygota, 17,5 %-ban homozygota C/C. (89)

33 ALCL-es és 28 B-sejtes lymphomas ( 15 DLCL, 3 MCL, 3 B-ALL, 3 B-CLL, 2 myeloma
multiplex, 2 Hodkin lymphoma) betegnél megvizsgaltuk az MDR gént a periférids vérbol
extrahalt DNS-eken.

Modszer: A betegek alvadasgatolt periférids vérébdl Maniatis mddszer szerint kisézasos

technikaval nyertiink DNS-t. A DNS-ekbdl LightCycler MDR-1 mutaci6é detektald teszttel
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(Hoffman La Roche) végeztiik el a vizsgalatot gyakorlatilag majdnem teljesen automatizalt
metodikaval egy kit segitségével. A moddszer PCR alapon dolgozik, lényege az, hogy
homozygota T minta esetén 55 C-on, homozygota C esetén 64 C-on, heterozygota T,C minta
esetén 55 és 64 C-on torténik fluoreszcens oligonucleotid hybridizacidja a kiilonbozo
allélekhez. A szamitogépes program konvertdlja a fluoreszcencia adatokat az olvadaspontok

derivalt eredményei alapjan kirajzolva a tipikus gorbéket a polimorfizmus szerint.

5.2.5. Thrombophilia genetikai vizsgalatok

A daganatos betegségek citosztatikus kezelése soran megnd a thrombembolias események
gyakorisdga a tumorbol kiszabadul6 prokoagulans anyagok hatasara. Megvizsgaltuk, hogy az
ALCL-es beteganyagban a thrombophilia genetikai eredmények Osszefiiggésben vannak-e a
thrombembolids események kialakuldsaval. Ertékeltik a betegség soran fellépd
thrombembolids eseményeket, azok sulyossagat. Annak ellenére, hogy a genetikai eltérések a
normal populdcioval megegyezd gyakorisaggal volt észlelhetd a thrombosis eldfordulés
kisebb volt. Ez annak kdszonhetd, hogy a kemoterapia soran rutinszerien alkalmaztunk kis
molekula tomegii heparint profilaktikus dézisban. Osszehasonlitottuk az ALCL-es betegek
thrombophilia gén eredményeit egyéb lymphomas betegek eredményeivel.

Klinikank molekularis genetikai laboratériumaban évek 6ta miikkodé thrombophilia genetikai
vizsgalatok soran 43 ALCL-es és 22 B-sejtes lymphomas betegnél (16 DLCL, 2 MCL, 2
Hodgkin lymphoma, 1-1 B-ALL, myeloma multiplex) megvizsgaltunk 4, a thrombophilidban
szerepet jatszo gént a periférids vérbdl extrahalt DNS-eken.

A betegektdl vakuténeres csobe levett EDTA-val alvadasgatolt vérbdl, illetve sziirOpapirra

kicseppentett vérbol kis6zasos technikdval nyertiink DNS-t (90).

5.2.5.1. Factor V Leiden mutacio

A PCR technika soran az alabbi primereket hasznaltuk:

5’-GGG CTAATA GGA CTA CTT CTA ATC ¥’

5’-TCT CTT GAA GGA AAT GCCCCATTA ¥

PCR kondicidk: 5 perc 94 C-on, majd 30 ciklus 1 perc denaturacié 93 C, 30” annealing 61 C,
90” elongacid6 72 C. A PCR-ral 161 bp hosszisagi szakaszt amplifikaltunk. Ezen DNS
szakaszon 1 olyan szekvencia taldlhato, mely az Mnll restrikciés enzimmel emészthetd.
Amennyiben a vad tipusti gén van jelen, akkor egy 43 bp és egy 118 bp hosszisag szakasz
jon létre. Leiden mutéacio esetén, amikor az 506-0s pozicidban van baziscsere, akkor nincs

hasitds az Mnll enzim hatdsara, marad a 161 bp hosszisagu génszakasz. A két allélon
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egymastol fiiggetlenlil végbe mehet mutacio. Ezek alapjan a Factor V Leiden mutécio
szempontjabol heterozygota esetben Iétrejon 118 bp, 43 bp és 161 bp hosszusagu,
homozygota Leiden mutacid esetén csak 161 bp hosszusdgl génszakasz. Az elektroforézist 1
%-o0s agaroz gélen végeztiik ethidium bromid festéssel, majd UV fény megvilagitas mellett

polaroid fénykép késziilt.

5.2.5.2. Prothrombin G20210A mutacio

Prothrombin gén mutéciot szintén PCR technikdval vizsgéaltuk a kordbban extrahalt DNS-ek
felhasznalasaval. A PCR technika soran az aldbbi primereket hasznaltuk:

5’-TAT AGA AAC AGT TGC CTG CCT GGC 3’

5’-ATA GCA CTG GGA GCATTG AA 3’

PCR kondiciok: 10 perc 96 C, 10 perc 55 C, majd 30 ciklus 3 perc elongéaciéo 72 C, 45”
denaturécio 97 C, 1 perc annealing 55 C, majd 10 perc végsé elongacio.

A PCR vizsgélat soran 345 bp hosszusagu amplifikatumot nyertiink. HINDIII nevi restrikcios
enzimet hasznaltunk. Ebben az esetben a normalis allél nem emésztodott, mig mutacid esetén

egy 322 bp és egy 23 bp nagysagu szakasz jon létre.

5.2.5.3. P1A2 allé]l mutacio

PLA2 gén mutéciot szintén PCR technikaval vizsgaltuk a kordbban izolalt DNS-eken. Az
alabbi primereket hasznaltuk:

5’-TCT CTC CCC ATG GCA AAG AGT 3’

5°-TCT GAT TGC TGG ACT TCT CTT 3’

Az amplifikaitum 266 bp hosszisagu, emésztését Mspl restrikcids enzimmel végeztik.
Héromféle eredményt kaptunk:

PIA1 allél: 221 bp és 45 bp génszakaszok

PIA1/A2 allél: 176 bp, 50bp és 45 bp fragmensek

PIA2 all¢l: 221 bp, 176 bp, 50 bp és 45 bp hosszusagu termékek.

5.2.5.4. MTHFR C677T mutacié
Methyl-tetrahydrofolsav reductdz (MHTFR) enzim mutaciét a kordbban kinyert DNS-ek

felhasznalasaval PCR technikaval vizsgaltuk. Primerek:
5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 3’
5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG ¥
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PCR koniciok: 5 perc 94 C, majd 35 ciklusban 1 perc denaturacié 93 C-on, 30” annealing 62
C-on, 1,5 perc elongéciéo 72 C-on. A végsd elongacio is ezen a héfokon tértént 3 percig. Az
amplifikatum 15 pl-t emésztettiik 0,5 U Hinfl restrikcidés enzimmel 3,5 6ran keresztiil 37 C-
on. Normalis esetben elmarad a hasitas és 198 bp hosszusagu termékiink marad, mig mutécio

soran egy 175 bp és egy 23 bp hosszisagu fragmenset nyeriink.

Mig az els6 két gén heterozygota illetve kiilonésen homozygota mutacidja sordn a vénas
thrombembolids betegségek kialakulasanak kockazata novekedik, addig a PLA2, MHTFR
gének mutacidja az artérids thrombembolids epizddok rizikojat fokozza. Az utdbbi csak

emelkedett szérum homocystein szint esetén igaz.

5.3. Citogenetikai vizsgalatok

A vizsgilatokat a PTE AOK Patholégiai Intézetében végeztiik. Metafazisos kromoszéma
preparatumot készitettiink tigynevezett direkt médszerrel — legtobb esetben — csontvel6bol.
Mintavétel

A beteg oldalfekvd helyzetében 5 mg midazolammal térténd intravénds boditast kovetden a
crista iliaca posterior superiorbol dezinficidlas, a teriilet steril izoldlasa, Lidocainos
érzéstelenités utan Baxter csontvelbiopszis tiivel torténik a mintavétel. Altalaban szovettani
mintavétellel egyidében torténik a citogenetikai anyagnyerés is. A csonthenger utan ugyanzon
szurcsatornabol kovetkezik a citogenetikai mintavétel. Ehhez és az anyag széllitasahoz
Leibovitz L-15 médiumot vagy csontveld transzfer oldatot hasznédlunk, véaltozatlanul steril
koriilmények kozott (L-15 médium /Leibovitz/ Sigma L 5520, kiegészitve foetal calf
szérummal (FCS), tartositdszer mentes heparinnal, penicillinnel-streptomycinnel és L-
glutaminnal; vagy Bone marrow transfer solution, Sigma B 6426, ez utobbihoz kiegészitdk
nem sziikségesek). A csontveld mennyisége kb. 2 ml, a médium vagy transzfer oldat
mennyisége 4-5 ml.

Inkubaldsok

a. A sejtszamtél fiiggéen 200-500 pl csontveld szuszpenziot (5x10° sejt/csd és 4,8-4,6 ml
RPMI 1640-t tenyésztd csovekbe mériink. A sejttenyészté médium szintén tartalmazza az L-
15 médiumnal leirt kiegészitoket. (FCS stb.)

b. A direkt modszernél 10 pl BrdU-val és 10 pl ethidium bromiddal/ml tenyésztési
szuszpenzid aranyban 90 perces inkubalas torténik 37 C-on. (BrdU: Sigma B5002 térzsoldata
10 mg/ml desztillalt viz, munkahigitasa 32 pl toérzsoldat 10 ml RPMI 1640 médiumban,
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amelybdl 10 pl-t mériink a csontveld kultirakhoz mililiterenként. Ethidium bromid: Sigma
E8751, torzsoldata 10 mg/10 ml RPMI 1640, felhasznélaskor ebbdl is 10 pl/ml kulttra).

c. Mitodzis felfiiggesztése colchicinnel torténik 60 percig 37 C-on. (tdrzsoldata 1 mg/10 ml
desztillalt vizben, munkahigitdsa ennek 20-szorosa, melybdl 75 pl-t hasznalunk 5 ml
sejttenyészethez (Sigma C9754).

d. Centrifugalésos tilepités (10 perc 1800-2000 rpm) utan feliiliszo eltavolitasa, majd a sejtes
iiledék hypotonizalasat végezzilk KCl 0,075 M-os oldataval 37 C-on 30 percig. Ujabb
centrifugéldssal (1800-2000 RPMI) nyert {ilepitményt Carnoy fixaléval mossuk 3-4-szer 10-
10 percig. Az utolsoé iilepités utan a Carnoy fixaloval egy kissé opalos szuszpenziot készitiink,
melyet 20 percig —20 C-on pihentetliink. Carnoy fixald: methanol és jégecet 3:1 aranyu
keveréke (Methanol: Carlo Elba gyartmany, 99,9 % HPLC grade, No 67-56-1, Ecetsav:
Merck gyartmanyt, 100 % puriss.)

Targylemezek készitése

Eter-methanol keverékével (7:3 és 1.1 aranyban), valamint methanollal tisztitott
targylemezeket hasznalunk, amiket el6zéleg —20 C-ra hiitiink. A Carnoy fixalos
szuszpenziobol 1-2 cseppnyit cseppentiink a lemezekre, majd megszaritjuk, megfestjiik.
Festés

Leishmann festést alkalmazunk, melynek sordn elséként 2 6ras 2xSSC pufferes 65 C-os
inkubaldas, oblités, majd methanolban oldott Leishmann festékkel 5 perces festés, csapvizes
oOblités utani szaritds kovetkezik. (Leishmann festék: Sigma 6254 — eosin-polychrome
methylene blue)

Ertékelés

A vizsgalatot akkor tekintjiik értékelhetdnek, ha legalabb 10 metafazis megfigyelhetd.

5.4. Aramlsi citometriai vizsgilatok

A PTE AOK Klinikai Kémiai Intézetében, illetve a PTE AOK Pathologiai Intézetében végez-

tiikk a vizsgalatokat. Az aramlasi citometrias (FCM) vizsgalatokat sejtszuszpenzidkon alkal-
mazunk. Segitségével a mikroszkopos vizsgalatnal nagysagrenddel tobb sejt vizsgalhatd auto-
matizalt modszerrel. A sejtek nagysaganak és granularitdsdnak kiilonbozdségét fényszorasi
tulajdonsagok alapjan detektalja a késziilék. 17 beteg periférias vér és 9 csontveld aspiratum-
bol lymphocyta Ficoll szeparalassal nyert szuszpenzidjan immunfenotipizalast végeztiink
FCM segitségével. Sejtfelszini és intracelluléris antigének kimutatdsat flureszcens immuno-
logiai jeloléssel végezziik. A legfontosabb felhasznalt sejtfelszini antigének: CD2, CD3, CD4,
CD5, CD7, CDS, CD19, CD20, CD22, CD25, CD30, CD45, CD56.
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5.5. Keringo NPM-ALK- és ALK ellenes antitest kimutatasa

Huszonhét ALCL-es, 8 DLCL-es és 2 Hodgkin lymphomas beteg szérumat fagyasztottuk le
kezelésiik kiilonboz6 fazisaban. A mintdk zomét (22-t) a kezelés befejezése utan nyertiik,
mivel a vizsgalati modszert 2000-ben kozdlte Pulford (53) és a betegek egy részénél a kezelés
évekkel kordbban tortént. Nyolc esetben a kezelés kdzben, 7 betegnél a kezelés megkezdése
eldtt tortént a mintak lefagyasztdsa. A mintakat szarazjégen Oxfordba szallittattuk, a John
Radcliffe Hospital Nuffield Department of Clinical Laboratory Sciences-ben Karen
Pulforddal kollaboraciéban torténtek meg az immunprecipitacids vizsgalatok.
Diethylaminoethyl - Dextran moédszerrel 3 kiilonb6z6 plazmiddal tortént a COS 1 majom
epithel sejtvonal transzfektalasa. Ezek a plazmidok az aldbbiak voltak: pcDNA3-ALK, mely a
teljes hossziisagi ALK-t kddolja, pcDNA3-NPM-ALK, mely az NPM-ALK fehérjét kodolja
¢s a pcDNA3 expresszios vektor onalléan. Hetvenkét oOrds kultira utdn citocentrifuga
preparatumok késziiltek, melyek a betegek serumaval inkubalddtak 30 percig. Foszfat
pufferben torténd mosas utdn torma peroxidazhoz konjugalt nyul antihuman
immunglobulinnal (DAKO) inkubalodtak a mintdk. Pozitiv kontrollként a ,.transfectantok™
monoklondlis anti-ALK-al torténd festését alkalmaztuk, melyet torma peroxiddzhoz

konjugalt kecske anti-nyul immunglobulin reakci6 kovetett.

6. Magvar anaplazias nagysejtes lymphoma regiszter

A magyar anaplazias nagysejtes lymphoma regisztert 1998-ban kezdtiik megszervezni. Egy
ilyen orszagos adatgyiijtés Otletéhez tobb dolog is hozzajarult: 1. Halmozottan fordultak eld
ALCL-es betegek osztalyunkon 1996-ban, 1997-ben. Az elsé ALCL-es betegcsoport
ismertetése sordn 12 pdciens adatait foglaltuk Ossze 1998. aprilisban a székesfehérvari
Malignus Lymphoma Konferencidn. Az irodalomban kozo6lt tanulméanyok is viszonylag kis
(30-50) fos betegcsoportok adatait mutattdk be. 2. Az ALCL viszonylag uj, 6nall6 entitas,
rendkiviil sok 0j felfedezés tortént az akkori idokben (1994: NPM-ALK gén klonozasa,
szintén ebben az évben anti-p80 poliklonalis antitest megalkotasa, 1997: monoklonélis antitest
kifejlesztés, valamint a két uj lymphoma klasszifikacio is ezekre az évekre esik). 3. A tobbi
lymphomas beteg kortorténetétdl eltérd eseteket észleltiink (fiatalok, gyakori extranodalis
manifesztaciok) 4. Kezdeményezés indult mas lymphoproliferativ betegségek orszagos
listajanak  Osszedllitdsara  (kronikus lymphoid leukémia, hajas sejtes leukémia,
angioimmunoblastos lymphadenopathia). Egy kdvetési lapot szerkesztettiink, mely szdmos

demografiai, klinikai és patologiai adat kitoltését igényelte. Az orszdg hematoldgiai
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centrumaiba kikildtiikk ezen kérddiveket. Az els6 évben 4-5, majd az ismételt, modositott
kovetési lapok szétkiildése utan évrol évre egyre tobb centrum valaszolt. Jelenleg 19

centrumbol 180 beteg adataival rendelkeziink.

Centrum Betegszam
Markusovszky Korhaz Hematologiai Osztaly Szombathely 23 + 1%
Debreceni Egyetem OEC III. Belklinika 22
Semmelweis Korhaz Hematologiai Osztaly Miskolc 18
Debreceni Egyetem OEC II. Belklinika 11
Petz Aladar Korhaz Hematologiai Osztaly Gyor 11

Orszagos Gyogyintézeti Kozpont Csontveldtranszplantacios Osztaly Budapest || 10

Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem I. Belklinika 8
Pécsi Tudoméanyegyetem AOK Gyermekklinika 8
Szegedi Tudomanyegyetem AOK II. Belklinika 8
Szent Laszl6 Korhaz Csontvelbtranszplantacios Osztaly Budapest 7
Kaposi Mor Korhdz Hematologiai Osztaly Kaposvar 6
Zala Megyei Korhaz Hematologiai Osztaly Zalaegerszeg 4
Pécsi Tudoméanyegyetem AOK II. Belklinika 4
Szent Borbala Korhaz Hematoldgiai Osztaly Tatabanya 2
Josa Andras Korhdz Hematologiai Osztaly Nyiregyhaza 2
Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem III. Belklinika 2
Pandy Kalman Korhédz Hematologiai Osztaly Gyula 1
Veszprém Megyei Kérhaz Hematologiai Osztaly Veszprém 1
Pécsi Tudoméanyegyetem AOK I. Belklinika 31

7. tablazat. A Magyar anaplazias nagysejtes lymphoma regiszterbe adatokat szolgaltato

centrumok. * A szombathelyi korhaz gyermekosztalyarol 1 beteg adataival rendelkeziink.
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Betegszam %, illetve intervallum

Osszes betegszam 180
N6 83 46,1
Férfi 97 53,9
Eletkor (év) 41,5 3-88
Klinikai stadium I 24/166 14,4
II 49/166 29,5
I 37/166 22,3
v 56/166 33,7
B-tiinet 107/168 63,7
Extranodalis 80/166 48,2
Nemzetkozi 0(23/139 16,5
prognosztikai 1(45/139 32,4
index 2 ||28/139 20,1
(IPT) 3 |122/139 15,8

4 20/139 14,4

5 11/139 0,7
Nycs méret (cm) 4,6 (1-15)

8. tdblazat. Magyar ALCL regiszter legfontosabb demografiai és klinikai adatai.

Az elsé 40 magyar ALCL-es beteg klinikai adatair6l a regiszter meghirdetése utan 1 évvel
mar beszamoltunk (91)

Az anaplazids nagysejtes lymphoma regiszter 19 adatk6zld centruméan kiviil tovabbi 2
kozpont igérte az informdciok elkiildését. Tovabbi kisebb centrumokban eziddig nem

kezeltek ALCL-es beteget.
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Immunfenotipus Szam % Immunfenotipus |szdm %
Null-sejtes 74/176 42,0 Null-sejtes 74/120 61,7
T-sejtes 46/176 26,1

B-sejtes 30/176 17,0 T-sejtes 46/120 ||38,3
Nem osztalyozott 26/176 14,8

9. tablazat. Immunfenotipus adatok. A jobb oldali eredmények a REAL ¢s WHO
klasszifikacid szerinti besorolas alapjan szamitott eredmények. Eszerint ugyanis az anaplazias

nagysejtes lymphoma csak null-, vagy T-fenotipust lehet.

A fenotipus eredmények mellett — melyeket a sejtfelszini vonalspecifikus markerek
felhasznalasaval végeztiink (lasd a 4.1. fejezet) — a korabban k6z6lt genotipus vizsgalatok
(92) tovabbi kiegészitést nyujthatnak a folyamat sejteredetének kideritésében. A 7.2.1.
fejezetben lathatoak a részletek.

Donté tobbségben a toulouse-i 0sztondij alatt, illetve a Magyarorszagon foként Pécsett
végzett ALK festési erdmények alapjan a megvizsgalt 90 eset koziil 24 volt pozitiv (26,7 %),
66 negativ (73,3 %).

Az anaplazias nagysejtes lymphoma klinikai megjelenésében feltiind a gyakori extranodalis
manifesztacido (93). A hazai beteganyagban az irodalmi adatokkal egyezden leggyakrabban

érintett szervek a bor, csontveld, csont és a tiidd voltak (94), részleteket 1asd a 10. tablazatban.

Bor: 25 Csontveld: 25 Csont: 14

Tido: 12 Gyomor: 5 Pleura, pericardium: 6
Lép: 5 Bél: 4 M4;: 3

Gingiva: 2 Epipharynx: 2 Meninx: 2 (4. dbra)
Agy: 1 Peritoneum: 1 Vese: 1

Vér (leukémia): 1 (5. abra) Emlo: 1 [zom: 1

Kettds extranodalis: 23 Hérmas extranodalis: 6 Primer extranodalis: 11

10. tablazat. Extranodalis manifesztaciok
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4. dbra ALK pozitiv lymphomas beteg meningealis relapszusa soran észlelt nucleolusokat

tartalmazo, nagy anaplazias blast sejt, May-Griinwald Giemsa festés 1000 x nagyitas.

5. abra ALK negativ ALCL-es beteg

ALCL-es leukémias periférias kenete.

‘ - _4_." o % May-Griinwald Giemsa festés A. 400 x
&

nagyitas, B. 1000 x nagyitas. A

citoplazmaban vakuolumok, a magban

A
t nucleolusok lathatoak.
K
ur'- ':a

-
La) I -
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7. Anaplazias nagysejtes lymhoma kezelés hazankban

7.1. Kemoterapia

A magyar ALCL regiszter adatai szerint a betegek dontd tobbsége ( 94 %) kombinalt
kemoterapidban részesiilt, mindossze 2 betegnél tortént a ,,watch and see” elv kovetése, 6
beteg priméren radioterdpiat kapott, 2 betegnél a tumor sebészi eltavolitasara keriilt sor. Az
esetek tobb, mint felében a ,,gold standardként” CHOP-alap kezelést alkalmaztak. Ezek
koziil 6sszesen 2 beteg kapott nagy dézisu CHOP kezelést, 51-en klasszikus CHOP-t, 12-en
CHOP-Bleo-t, 7-en CNOP-t (ebben az esetben anthracyclinként mitoxantronet hasznaltak), 5-
en CHOEP-t (CHOP kiegészitve etoposiddal), 5-en egyéb, hasonld kezelést. Az ALCL
differencidl diagnosztikus nehézségeire utal, hogy a primer diagn6zis Hodgkin lymphoma volt

10 betegnél, ennek megfeleld kezelést is adtak a betegeknek.

Kezelés eset | % CR % ||PR % |CR+PR % ||Progr + NR %
CHOP alapu 81 51,9 |61,7 16,0 71,7 23,6
ProMACE-CytaBOM |46 |29,5 |58,7 23,9 82,6 17,4

Hodgkin protokoll 10 6,4

Anthracyclin mentes 7 |45

Gyermekkori protokoll |4 2,6

Egyéb 8 |51

Osszesen 156 || 100 |57,7 19,6 77,3 22,7

11. tablazat. Hazai ALCL-es betegek kezelésének tipusai, terapids valaszok.

A betegek 17,6 %-nal észleltink relapszust. Mdasodik vonalban a relapszusba jutott
betegeknél, illetve az elsddleges kezelés hatdstalansaga utan 82 betegnél alkalmaztunk
kombinalt kemoterapiat, vagy radioterapiat. Leggyakrabban platina tartalmt protokollokat,
DHAP vagy ESHAP un. ,salvage” kezelést valasztottunk (39 %), mely esetleges Ossejt
transzplantacid eldtt a leghatdsosabbnak tartott terapia. Az esetek 24,3 %-ban — a parcialis
remisszioban 1év0 betegeknél — radioterapiara keriilt sor a maradék tumor eltlintetését
célozva. A fenti tablazatban lathato — az elsddleges terapiaban leggyakrabban alkalmazott —
két kezelést (CHOP és ProMACE-CytaBOM) ,,second line”-ként is alkalmaznak (11 illetve
9,8 %). Tovabbi 13 beteg egyéb kezeléseket kapott. A masodik valasztott kezelés hatasara a
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betegek 38,4 %-a keriilt komplett remisszidba, 27,4 %-a parcialis remisszidba, 32,3 %-nal

progresszio volt megfigyelhetd.

7.2. Autolog hemopoetikus ossejt transzplantacio AL CL-ben hazankban

Magyarorszagon 5 hemopoetikus dssejt transzplantald centrum van. Budapesten az Orszagos
Gyogyintézeti Kozpontban (korabbi neve Orszagos Hematoldgiai és Immunologiai Intézet) és
a Laszlo Korhazban milkddik transzplantdcidos munkacsoport, az utdbbi gyermek és
felnottkori betegekkel is foglalkozik, mindkét helyen autolog és allogén atiiltetés egyarant
folyik.  Miskolcon a  Gyermekegészségiigyi  Kozpont  Onkohematologiai  és
Csontveldtranszplantaciés Osztalyan végeznek gyermekkori esetekben allogén és autolog
atiiltetést. Klinikdnkon az elsd atiiltetést 1999. decemberben végeztiik. Az elsé évben 14, a
masodikban 18, majd 24 transzplantaciot, 2003-ban 31 transzplanticiot végezhettiink. Az
orszag legfiatalabb transzplantacios osztalya a Debreceni Tudomanyi Egyetem II. Belklinikan
2003. szeptemberben kezdte meg miikodését. Ez utobbi 2 kozpont csak autoldg atiiltetéssel
foglalkozik.

Magyarorszagon 30 anaplazids nagysejtes lymphomas beteg részesiilt hemopoetikus Ossejt
transzplantacidban. Egyetlen betegnél az OHII-ben alkalmaztak testvér donoros allogén
transzplantaciot. A 29 autoldg transzplantalt beteg atiiltetésének helyszine az alabbiak szerint
oszlott meg: Laszlo Korhazban: 14, OHII-ban: 7, klinikankon: 8 beteg. A Laszlo6 Korhazban
toltott transzplantacios kiképzésem sordn 2 beteg atiiltetésében vettem részt, 1 pécsi beteg a
pécsi transzplantacios centrum megnyitasa el6tt a Laszlo Korhazban részesiilt atiiltetésben. A

rendelkezésre allo adatok alapjan 23 transzplantalt beteg legfobb klinikai adatait mutatja a 12.

tablazat.
kor dg |kor tx ||Stadium ||B-tiinet |IPI |Extra- |Nycs |T,0 Férfi/
(év) (év) III-IV/ | /osszes |=3/ | nodalis/ ||(cm) |[fenot/ ||NO
0sszes 0ssz || 0sszes 0sszes
Atlag [27,9 29,5 15/22 17/21 517 |12/21 5,88 [21/23 ||13/10
% (-) |14-53 [[20-57 |68 % 81 % 29% | 57 % 2-12 |91% |57 %

12. tablazat. Autolog hemopoetikus Ossejtatiiltetési eredmények hazai ALCL-es betegeknél.

IPI: nemzetkdzi prognosztikai index, nycs: legnagyobb nyirokcsomd mérete, T,0 fenot: T

vagy null fenotipusti.
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1. Th 2. Th 1. Th-s 2.Th-s | Kondic || Ossejt- Perif.
Pro-Cyt DHAP vélasz valasz | BEAM forras || CD34 x
CHOP CR,PR | CR,PR | BUCY | Perif | 10%g
Szam 9 16 10 13 15 17 5,12
10 12 8 4 (*2)
% 39 % 70 % 43 % 57 % 79 % 85 % 1,01-
(-) 43 % 52 % 35% 21 % 13,8

13. tablazat. Autolog hemopoetikus Ossejtatiiltetési eredmények hazai ALCL-es betegeknél.
1.Th: elsé valasztott kezelés, Pro-Cyt: ProMACE-CytaBOM, CHOP: Cyclophosphamid,
Hydroxyepirubicin, Vincristin, Methylprednisolon, DHAP: Dexamethason, High dose
Cytosin arabinosid, Cisplatin, CR: komplett remisszi6, PR:parcidlis remisszi6, BEAM:
BCNU, Etoposid, Cytosin arabinosid, Melphalan, BUCY: Busulphan, Cyclophosphamid, *1:

2 betegnél periférias dssejt illetve csontveld egyarant atiiltetésre kertilt.

A transzplantacidval Osszefiiggd haldlozast (TRM), mint a transzplantici6 egyik fontos
fokmérdjét szintén vizsgaltuk. A haldlokok a kovetkezOk voltak: 1 betegnél a 8. napon
Candida tropicalis infekcio, diffiz alveolaris vérzés, 1 esetben a 7. napon sepsis, 1 betegnél
m4j eredetli veno occlusive betegség (VOD). Tovabbi 2 betegnél CR-ban gastrointestinalis
vérzés és pancreatitis, illetve aspergillosis és kardialis okok vezettek a haldlhoz, 1 izben fatalis

progresszio kovetkezett be.

8. Eredmények értékelése

8.1. Immunhisztokémiai eredménvyek

A magyar ALCL regiszterben 179 beteg adatai allnak rendelkezésre, koziilik nem
mindenkinél értékelhetd az Osszes adat. Hetvenegy beteg (44 %) null sejtes, 44 (26 %) T-
sejtes, 29 (17 %) B-sejtes az immunfenotipus, mig 25 esetben (15 %) nincs adat. P80, illetve
késdbbiekben, valamint ismételt vizsgalat soran ALK festésre 90 esetben kertilt sor. Ezek
koziil 24 volt pozitiv (26,7 %). Amennyiben csak a T/null fenotipusuakat vizsgaljuk, hasonlo
marad az ALK pozitivak hanyada (18/65, vagyis 28 %). Az irodalmi adatok (93, 94, 95)
ennek az aranynak a dupldjat emlitik a T/null lymphomasok kozott. Valdsziniileg a

morfoldgiai, illetve immunhisztokémiai vizsgalatok bovitésével (pl. BNH9, CBF 78, EMA)
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az ALCL-es esetek szama anyagunkban csokkenne. ALCL-nek diagnosztizalt esetek egy
része minden bizonnyal Hodgkin lymphoma un. ,,tumorsejt gazdag™ altipus, illetve periférias
T-sejtes lymphoma, mely entitasokban az ALKI1 természetesen negativ. A 6. 4dbran egy
common type, az 7. dbran egy lymphohistiocytas, a 8. abran egy kissejtes, a 9. abran egy
eosinophil gazdag szoOvettani altipusba sorolt ALCL-es esetiink lathato. CD30
immunhisztokémiai reakcidval jellegzetes sinusoidalis infiltracidt mutat be a 10. dbra.

A PTE Pathologiai Intézetben vizsgalt immunhisztokémiai rekcidk sordn ALK 1 pozitiv esetek
koziil 8-at volt médunkban ismételten megvizsgalni az intracellularis lokalizacio vizsgalata
érdekében. Citoplazma, mag, magvacska pozitivitast 6 betegnél, csak citoplazma festodést 2
esetben észleltiink.

A Toulouse-ban megvizsgalt 35 ALCL-es paraffinos blokkbdl készitett metszeteken végzett
ALKI1 festés sordan pozitivnak itélt 6 esetnél, valamint 1 t(2;5) transzlokacid pozitiv
fagyasztott anyagon kiegészitd immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Az egyik
»paraffinos” metszet végiil a megismételt ALK festés soran negativnak bizonyult. Az elsé
vizsgalattal a hattér neutrofil peroxiddz reakciok adhattak az alpozitiv reakcidt. Egy esetben
adodott a folyamat monocita marker pozitivnak (CD68), ugyanakkor morfoldgiailag egy
masik eset is lymphohistiocytas képet mutatott. A citotoxikus markerek koziil, melyek
ALCL-ben tortént vizsgélatairdl hazai szerzok is beszamoltak (98) a perforin és TIA-1
minden esetben, a Granzyme B 1 esetben volt pozitiv. Az ALKI1 pozitiv esetek
intracitoplazmatikus festddése sordn az 5 eset koziil 4 mind mag, nucleolus és citoplazmatikus
pozitivitast is mutatott (11. &bra), mely arra utalt, hogy t(2;5) transzlokécioval, vagyis
esetben észleltiink kizardlag citoplazma festédést (12. 4bra), mely a joval ritkédbb
transzlokaciok egyikének jelenlétét sugallta. A fagyasztott mintabol nem sikeriilt kellden jo,
finomabb értékelésre alkalmas metszetet késziteni, minddssze az volt megallapithat6, hogy
ALK]1 pozitiv a folyamat. Sajnos a megkisérelt DNS izolalas a paraffinos blokkbdl nem jart
sikerrel, igy nem tudtunk molekularis genetikai vizsgalatokat (PCR, Southern blot) elvégezni,

pedig annak a lehetdsége is megvolt, hogy egy teljesen Uj transzlokéciot fedeziink fel.
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6. abra Common type ALCL,
hematoxylin-eosin festés 32 x nagyitas.
Lathatdéak a monomorf kozépnagy

anaplazias morfoldgiaju tumorsejtek.

7. abra Lymphohistiocytas altipust
ALCL. A vilagos teriiletek a histiocytak.
Koztiik lathatoak a tumorsejtek (nyilak).

8. abra ALCL kissejtes altipus.
A monomorph tumorsejtek az el6zé

abrakban latottaknal kisebb méretiiek.

9. abra ALCL eosinophil gazdag forma.
Rendkiviil sok eosinophil sejt veszi kortil
a tumorsejteket. (A tumorsejteket nyilak
jelzik) Az alsé kettd oszt6do sejt.




10. abra Jellegzetes sinusoidalis
infiltracio. CD30 monoklonalis

antitest festés.

11. abra ALK 1 monoklonalis
antitest festés. Feltlind, hogy
intenziven festédik mind a
citoplazma, mind a mag, mind a
nucleolus. Ebben az esetben

t(2;5)(p23;935) transzlokécio all a

hattérben. 400 x nagyvitas.

12. 4bra ALK 1 monoklonalis antitest
festés. Feltiing, hogy csak a
citoplazma festddik intenziven, a mag
¢s a nucleolus nem pozitiv. Ebben az
esetben az ALK egyéb fuzios
partnerei vesznek részt a

transzlokacioban. 400 x nagyitas.
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Név CD30 | CD68 Perforin |Granz. B TIA-1 HE |ALK1
15414 POZ |NEG POZ NEG POZ LH |POZ
TRI22A Cp, M 1-1 POZ sejt | Cp (gr) Cp,mag,N
15404 POZ NT POZ NEG POZ CT |POZ
SZI16M Cp (gr) ||1-1 POZ sejt || Cp(perinucl) Csak Cp
15409 POZ POZ POZ NEG POZ LH |POZ
BAN21Z (diffaz) |Cp, M Csak hattér | Cp (gr) Cp,mag,N
15403 POZ NT POZ NEG POZ CT |POZ
KIS46Z Cp, M Cp(gbcos) KS ||Cp,mag,N
154107 POZ NT POZ Erésen POZ |POZ PT |NEG
PAS78S Cp (gr) Cp (gr) CL | artefact
15396 POZ NT POZ POZ POZ CT |POZ
HAV67] Cp, M Cp (gr) Cp (gr) Cp,mag,N
15690* |POZ NT POZ NEG NT CT |POZ
GER3M Cp, M Csak hattér ? (?

14. tablazat. ALK pozitiv esetek kiegészitd immunhisztokémiai vizsgalatainak eredménye.
HE: hematoxylin-eosin, POZ: pozitiv, NEG: negativ, Cp: citoplazma, M: membran, gr:
granularis, Granz B: Granzyme B, LH: lymphohistiocytas, N: nucleolus, NT: nem tortént
vizsgalat, CT: common type, KS: kissejtes, PTCL: periférias T-sejtes lymphoma, *:
fagyasztott minta, melybdl bizonytalan az immunhisztokémiai vizsgalat, ” az ismételt ALK
reakcid negativnak bizonyult.

Az immunfenotipus vizsgalatok soran az ALK reakcid6 mellett a folyamat pontos
megitélésében segitségiinkre voltak a citotoxikus markerek. A morfoldgiai altipus vizsgalatara
a hematoxylin-eosin festés a legalkalmasabb. Legtobbszor common-type és lymphohistiocytas

formaval talalkoztunk.

8.2. Molekularis genetikai vizsgalatok eredménvei

Toulouse-ban az ALCL differencial diagnosztikai nehézségei miatt szandékosan olyan
mintakat is megvizsgaltunk molekuléaris genetikai metodikdkkal, melyek az ALCL teljes

spektrumat, diagnosztikus atfedéseket is érintette. A molekularis genetikai eredményekrdl az
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Orvosi Hetilapban illetve a Pathology Oncology Research-ben szédmoltunk be (99,100).
Részletek a 8.2.1. és 8.2.2. fejezetben olvashatok.

Betegség Betegszam || ALK pozitiv
Szisztémas ALCL 9 2
Szekunder ALCL 1 0

(Hodgkin lymphoma transzformacio)

Szekunder ALCL (Periférids T-sejtes|| 1 0

lymphoma transzformacié)

Primer cutan ALCL 1 0
Hodgkin lymphoma 2 0
Immunoblastoma 2 0

15. tablazat. Toulouse-ban genotipus vizsgalaon részt vett mintak szovettani megoszlasa

A tablazatbol jol lathato, hogy sem a szekunder ALCL, sem a primer cutan forma, sem a
Hodgkin lymphoma, sem az immunoblastoma nem mutatott ALKI1 pozitivitast. Az
imunoblastoma ritka tipusdban a teljes hosszisagh ALK gén expresszalodik, mely
immunhisztokémiai reakcioval (ALK1 festés) kimutathatd. Ezen esetek CD30 negativak. Az

altalunk vizsgalt 2 eset nem ebbe a ritka csoportba tartozott.

8.2.1. Génatrendezodési vizsgalatok eredményei

A 16 fagyasztott minta mindegyikén elvégeztiikk mindharom immunglobulin nehéz lanc (IgH)
génatrendez6dési (FR1c/JH, FR2a/JH, FR3a/JH) és mindkét T-sejt receptor (TCR-, TCR-y)
génatrendezddési PCR vizsgalatot. Még a génatrendezddési vizsgalatok eldtt az 1n.
Housekeeping génekkel végeztik el a PCR vizsgéalatot, minden esetben PCR vizsgélatra
alkalmas, amplifikdlhaté DNS-t sikeriilt extrahalnunk. Amennyiben a 3 IgH génatrendezddés
kozil legaldbb egynél pozitivitast észleltiink, akkor a folyamatot bizonyitottan B-sejtesnek
tartottuk (13. 4dbra). Hasonldan, a TCR vizsgélatok koziil akar a TCR-f, akar a TCR-y PCR

pozitivnak adddott, az eset T-sejtes genotipust (14. abra).
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13. abra IgH génatrendez6dés PCR vizsgalat (FR2a/VLJH). A 9. savban észlelhetd

pozitivitds. M: monoklondlis, P: poliklonalis, M4: molsulymarker.

14. abra TCR-béta génatrendezddési PCR vizsgalat (Vbéta/Jbéta). A 4-6. savok pozitivak

(monoklonalis génatrendezddést mutatnak), francia betegek mintdi. T+: monoklonalis TCR

béta génatrendezddés pozitiv, P: poliklonalis, M4: molstilymarker.
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Vizsgalat |FRIc/JH |FR2a/JH |FR3a/JH | TCR-y TCR-B
(yI vagy vII) (VB/IB vagy DB/IB)
+/5ssz€es 5/16 5/16 2/16 5%/16 3/16 (csak DP/Ip+)

16. tablazat. Génatrendezddési eredmények. * egy esetben ugyan klonalis volt a folyamat, de
a band intenzitdsa Osszehasonlitva ugyanennek a betegnek az IgH génatrendezddési band-
jével azt sugallja, hogy egy reaktiv, kisebb T-sejtes klonbol szarmazott az amplifikatum. A
TCR-B génatrendez6édés PCR-ok koziil csak a DB/JB mddszerrel észleltiink pozitivitast, a
VB/IB-val nem. Az IgH génatrendezddés vizsgalat koziil 2-2 betegnél észleltiink csak az egyik
PCR-ral pozitivitast (egyikben az FR1c/JH, a masik FR2a/JH), kett6 PCR-ral (mindkét
esetben az FR1c/JH és FR2a/JH) és mindhdrom PCR-ral pozitivitast. A TCR génatrendezddés
koziil az emlitett reaktiv T-sejt klonon kiviil (melyet TCR-yIl-vel mutattunk ki) 2 beteg
mintaja volt pozitiv mind a TCR-B, mind TCR-y vizsgalattal (egyiknél csak a TCR-yI volt
pozitiv a TCR-p mellett, mig a mésiknal mindkét TCR-y pozitiv volt). Ot esetben a pozitiv

TCR génatrendezddést haromszor megismétetiik, mellyel konfirmaltuk az eredményeket.

Genotipus Null-sejtes T-sejtes B-sejtes Hibrid (T és B)
esetszam 7 3 4 2
2x TCR-y 1 1 x FR1c¢/JH **1 x FR1¢/JH

Nincs ¢s FR2a/JH ¢s FR2a/JH
génatrendezddés ¢s FR3a/JH ¢s FR3a/JH
pozitivitas ¢s TCR-yI
(mindkeét t(2;5) ¢s TCR-f
transzlokacio (DB/IB)

_ pozitiv eset null-||*] x TCR-B 1 xFRIc/JH |1 x FRI¢/JH

%ﬂ sejtes genotipust)  |(DB/IB) és és FR2a/JH és FR2a/JH

8 TCR-y 1 és 11 ¢sTCR-B

§ (DB/JB)

Z 1 x FR1c/JH

E 1x FR2a/JH

17. tdblazat. Genotipus eredmények.

54




Legtobb esetben a genotipus vizsgalatok nem valtoztattdk meg a diagnozist. A 8 null-sejtes
ALCL-es beteg koziil hatnal null-, 1-1 esetben B-, illetve T-genotipus igazolddott. A T-sejtes
fenotipust ALCL-es esetek koziil a primer cutan forma és egy szekunder T-ALCL-es minta
T-genotipustnak, egy T-fenotipust hibrid B/T genotipustinak bizonyult. A hirom Hodgkin
lymphomas eset koziil kettd B-, egy pedig null-genotipusu, a két immunoblastomas eset koziil
egy B-, egy pedig hibrid B/T-genotipusu volt.

A legérdekesebb 2 esetet kiilon, roviden Osszefoglalom: *CsL 54 éves beteg eredményei,
akinél ALCL miatt autolog periférids vérdssejt €s csontveld transzplantacio tortént. Egy évvel
az atlltetés utan nodalis (inguinalis) relapszus 1épett fel. Az akkor elvégzett (ijabb biopszia
periférias T-sejtes lymphomat (PTCL) igazolt. Retrospektiven megvizsgalva az eredeti
nyirokcsomot kideriilt, hogy egy PTCL-bdl szekunder ALCL-ba transzformalodott esetként
keriilt a betegség felismerésre. A nagy malignitdsui ALCL-es klont a transzplanticio
kipusztitotta, a relapszus sordn a kevésbé szenzitiv, indolens viselkedést mutaté PTCL kezdett

lassan progredialni. (101) A 15. dbran a beteg mintdjanal harom band lathat6, mely a betegség

=

R R R R O EE=R
—FERERRCEE

e

1

15. 4bra TCR gamma 1 PCR soran a 1. a 8. és a 10. sdv mutatott monoklonalis TCR gamma

génatrendezddést. Az 1. band-en a 2. és 3. dbran lathatd primer bér ALCL-es beteg

crer

betegtdl nyert DNS amplifikacioja (PTCL ALCL-be tortént transzformacioja). A 10. sdvon a
**_a] jelolt beteg Ficoll-lal szeparalt csontveld mintdjabol szarmazo sejtekbdl extrahalt DNS

amplifikatuma lathato.
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**HA 61 éves beteg, akinek primer csontveléi ALCL-je volt. A csontveld aspiratumbol a
korabban részletezett Ficoll-os lymphocyta szeparalas soran nyertiik a sejteket. Mindharom
IgH és mindkét TCR (B és y) génatrendezddést vizsgald PCR pozitiv volt, tehat kettds (hibrid)
genotipusu volt a folyamat. Az eset kiilon érdekessége - amellett, hogy nyirokcsomo
megnagyobbodast nem észleltiink - az, hogy a betegnek harmas paraproteinaemiaja volt

(kettos IgM, illetve IgG). (nem publikalt eset, publikaciora elokészitve)

8.2.2. Transzlokacios vizsgalatok eredményei

Elvégeztik az ALCL-ben eléforduld két leggyakoribb (ALK pozitiv esetek ~ 90 %-a)

transzlokaciora specifikus DNS alapu illetve RT-PCR vizsgalatokat. Mindkét modszerrel a
t(2;5) transzlokaciora nézve ugyanaz a 2 minta bizonyult pozitivnak (15690 és 15695), ezt
mutatja a 16. abra. A t(1;2) transzlokaci6 egyetlen mintdn sem volt pozitiv sem DNS alap,

sem RT-PCR modszerrel.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M4 N P

16. abra RT-PCR vizsgalat t(2;5)(p23;935) transzlokacié kimutatasara. 1-10, illetve 13-16.
savok negativak, 11-12. sdvok mutatjak a transzlokacio pozitivitast (NPM/ALK génfuzi6 jon

1étre). M4: moélstlymarker, N: negativ kontroll, P: pozitiv kontroll.

8.2.3. Multidrug rezisztencia vizsgalatok eredménvei

Az 5.2.4. fejezetben részletezett light cycler real time PCR mddszert alkalmazva specialis

gorbéket kapunk a szamitogép vezérelt modszerrel (17. dbra)

56



044

0.13-

01z-

041-

0.10-

0.09-

0.02-

0or-

0.08-

0.0s-

0.04-

0o03-

ooz-

Fluorescence -d(F2)/dT

oo1-

0.00-

0.01-
1 [ 1 1 1 [ 1 1 [ [ 1 1 1 1 1 [ [ [ 1 1
00 &10 520 530 &40 S50 S50 570 520 590 600 G40 G20 630 640 650 G660 6Y0 630 G20

1 Temperature {(°C) 1

17. 4dbra Multidrug rezisztencia génpolimorfizmus vizsgalata. Amennyiben egy csucsu a
gorbe, akkor homozygota a beteg. Ha 55 C-nal (bal oldali nyil) van a cstcs, akkor az MDR-ra
kis rizikéju (T/T), ha 64 C-nal van a csucs (jobb oldali nyil), akkor homozygota nagy riziko6ja
(C/C). Heterozygota esetben kétcsucsu a gorbe.

MDR gén
Betegség HO C HO T ]
nagy riziko |HZ kis Osszesen
riziko
ALCL 8 18 7 33 eset
24 55 21 100%
B-sejtes lymphoma 8 13 7 28 eset
29 46 25 100%
Eurépai populacio 17-28 48-54 ||20-23 % (600 egészséges)

18. tablazat MDR gén PCR eredmények
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Mind az ALCL-es, mind a B-sejtes lymphomas betegeknél természetesen a homozygota C
illetve homozygota T, valamint a heterozygota T,C-s esetek aranya az egészséges eurdpai
populaciééhoz hasonld. Ennél sokkal fontosabb, hogy a genetikai predispozicié megjelenik-e
a betegség lefolydsdban. Vajon a nagy rizikét jelentd homozygota C allapot tiikkrozédik-e a
klinikai 4llapotban. A nagyon kis esetszam miatt messzemend kovetkeztetések nem
vonhatoak le. A kemoterapiaban nem részesiilo primer bor ALCL-es eseteket leszamitva ¢és a
B-sejtes lymphomésok eredményeit is vizsgdlva az alabbi megfigyeléseket tartjuk
megemlitenddnek:
1. Feltiind, hogy mig a nagy rizikoval jar6 homozygota C esetekben az elsdként
valasztott kezelés soran nem sikeriilt komplett remissziot elérni, addig a heterozygota
T,C illetve homozygota T esetben igen.
2. Primer progressziot is gyakrabban észleltiink a nagy rizikdju csoportban.
3. A reszpondereknél fellépd relapszus megitélése nehéz, mivel f6ként a homozygota C-s
betegeknél a MDR mar kezdetben kialakulhat primer progressziot eléidézve. Ezekben
az esetekben mar nem beszélhetlink relapszusrol, igy ilyenkor hamisan kevés a
relapszus rata.

4. A nagy rizik6juak koziil halt meg alapbetegség progresszioban a legtobb beteg a

vizsgalt periddusban.
1.th-ra Primer Relapszus Halal
CR Progresszid alapbetegségben
Homozygota C 0/14 6/14 2/6 5/14
Nagy kockazat
Homozygota T 15/31 5/31 6/17 5/31
Kis kockézat
Heterozygota 7/14 1/14 2/7 3/14
Kozepes kockazat

19. tdblazat. MDR gén status ¢és klinikai lefolyas 6sszefiiggése.

Két esetben modunk nyilt a genetikai vizsgalat mellett T-sejtes ALCL-es csontvel6bdl P-
glycoprotein (P-gp) expressziot, valamint Calcein-MDR tesztet végezni flow citometrids
modszerrel. A CD7 pozitiv T-sejteken igen alacsony (6-13 %-o0s) P-gp expresszid volt
detektalhatd, szemben a myeloid sejtek 69-73 %-os intenzitdsaval. A Calcein-teszt soran
intenziv (92-98 %-os) festédés volt észlelhetd, mely gyenge funkcionalis MDR tulajdonsagot
jelzett. Verapamil kezelésre a pozitiv sejtek aranya csak 1-2 %-al emelkedett €s a fluoreszcens

intenzitas atlaga sem valtozott.
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8.2.4. Thrombophilias vizsgalatok eredménvyei

Betegség Factor V Leiden Prothrombin G20210A

HO ||HZ |NO Ossz |HO HZ NO Ossz
ALCL 0 5 38 43 0 1 39 40

0 12 88 100% ||0 2 98 100%
B-sejtes 0 1 21 22 0 0 22 22
NHL 0 5 95 100% ||0 0 100 100%
NHL o0sszes Allélfrekvencia: 4,6% (n: 65) || Allélfrekvencia: 0,8 % (n: 62)
Hazai populacié | Allélfrekvencia: 3,68 % Allélfrekvencia: 1,21 %
Betegség MTHFR gén* PLA2 gén

HO |HZ |NO Ossz  |HO HZ NO Ossz
ALCL 6 19 17 42 2 15 24 41

14 45 41 100% |5 37 58 100%
B-sejtes NHL 0 11 11 22 0 8 14 22

0 50 50 100% ||0 36 64 100%
NHL o0sszes Allélfrekvencia: 32,8 % (n: 64) || Allélfrekvencia: 21,4 % (n: 63)
Hazai populacio || Allélfrekvencia: 33,7 % Allélfrekvencia: 16,2 %

20. tablazat Thrombophilia genetikai eredmények ALCL-ben és B-sejtes lymphomakban.
HO: homozygota, HZ: heterozygota, NO: nincs mutacio

A thrombophilia genetikai eredmények koziil a Leiden mutéaci6 az ALCL-es betegek koziil 5,
B-sejtes lymphomasok koziil 1 esetben mutatott heterozygota allapotot, homozygota status
nem volt. A Prothrombin G20210A gén egyetlen esetben mutatott heterozygota mutaciot.
*Az MTHFR gén mutécid jelentésége mara mar elveszitette jelentdségét, tekintve, hogy a
homocystein lebontasanak csak egyik utjdban van szerepe, és a thrombembolidban valodi
rizikd a plazma homocystein magas szintje nem pedig az MTHFR gén mutéicidja. A
rendelkezésre all6 adatokat azonban feldolgoztuk: homozygota statusz viszonylag gyakran
(14 %) volt észlelhetd az ALCL-ben tovabbi 45 % heterozygota volt, B-sejtes
lymphomésokndl homozygota mutidcié nem volt, viszont az esetek felében heterozygota
allapotot regisztraltunk. A plazma homocystein szintrél nincs adatunk. A PLA2 mutacid
hasonl6 gyakorisaggal fordult elé a két betegcsoportban (homozygota csak az ALCL-esek
kozott volt). Thrombembolids esemény 6t alkalommal fordult eld: 2 artérids embolizacio (1-1

also végtagi illetve a. cerebri media teriileti), mélyvénas thrombosist 3 esetben észleltiink (2
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als6 végtagi, 1 subclavia), mindharom esetben a bulky betegség ér kompresszidjaval
Osszefiiggésben alakult ki a thrombosis. Az artérids embolizadcié mindkét esetben ALCL-es
beteget érintett, genetikai eltérés egyik betegnél volt észlelhetd: MTHFR mutédcié normalis
plazma homocystein szint mellett, igy nem valoszinii, hogy oki szerepe lett volna az embolia
kialakulasdban. Ez a beteg ebben a periodusban kis molekulatomegli heparin mellett
thrombocyta aggregacid gatlo kezelésben is részesiilt. A hdrom mélyvénas thrombosis mind
DLCL-es betegnél 1épett fel, egyikiiknek se volt sem Leiden mutécidja, sem Prothrombin gén
mutacidja. Lokalis ok allt a hattérben (stasis) és annak ellenére kialakult a thrombosis, hogy a
betegek preventiv dozisu heparin kezelésben részesiiltek (nem frakcionalt illetve kis molekula
tomegii heparin). Osszességében a kis betegszdm mellett minddssze az ALCL-es betegeknél

észlelt gyakoribb MTHFR gén homozygota mutacid volt szembetiind.

8.3. Citogenetikai eredménvek

Osszesen 10 esetben tortént citogenetikai vizsgdlat ALCL-es mintan. Négy betegnél
nyirokcsomd biopszidbodl, 5 izben csontveld aspiratumbol egy betegnél az ALCL-leukémias
vérbdl végeztiik el a kromoszoma vizsgalatot. A vizsgélat 9 esetben sikeriilt, mely koziil 5
betegnél normalis XY karyotypust, 1 betegnél normalis XX karyotypust talaltunk, egy esetben
nem volt értékelhetd metafazis. Négy esetben kordbban ALK negativnak diagnosztizalt
betegségben végeztik a vizsgalatot, melyek koziil 3-ndl a vizsgalt csontveld
immunhisztokémiai vizsgdlatok alapjan nem érintette a csontvel6t. Egy betegnél bar a
csontveld priméren érintett volt, kromoszoéma eltérés nem igazolddott. Egy betegnél ALK
pozitiv ALCL miatt fél évvel az autolog periférias vérdssejt transzplantaciot kdvetden a
periférias vér TCR-y génatrendezddés pozitivnak adodott, emiatt keriilt sor csontveld
biopszidra, melynek soran az aspiratumbdl tortént citogenetikai vizsgalat nem mutatott
abnormalitdst. Négy betegnél nyirokcsom6 mintabdl tortént citogenetikai vizsgalat. Egy izben
normal karyotypus igazolodott, egy betegnél nem volt értékelhetd a vizsgalat, két betegnél
komplex karyotypus eltérést mutattunk ki (18. dbra). Az elsé betegnél idokézben ALCL
leukémia alakult ki (ldsd 5.4bra periférias vérkenet és 21. dbra flow citometrids dbra), a
periférids vérbdl a nyirokcsomoéval megegyezd volt a citogenetikai eltérés. Bar a 2.
kromoszomat érintette a komplex citogenetikai eltérés, mégsem lehetett t(2;5) transzlokaciot
kimutatni (FISH vizsgalattal sem). A masik betegnél szintén komplex karyotypus eltérést
¢észleltiink, ugyanakkor egyértelmlien megéllapithatd volt a t(2;5) transzlokacié is, melyet

FISH vizsgalattal és ALK festéssel is megerdsitettiink (19. és 20. dbra).
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18. abra ALK negativ ALCL-es beteg nyirokcsomobol szarmazo karyotypus.
Lathat6 a szambeli és strukturalis komplex citogenetikai eltérés (a 2. kromoszoma egy daraja

hianyzik, 13-as, 14-es és 21-es kromoszéma triszémia észlelhetd, 2 nem azonosithatd

kromoszéma is jelen van)
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19. ébra FISH
vizsgalat t(2;5)
transzlokacio
kimutatasara.
761d sav: 2-es
kromoszoma
rovid karja.
Piros sav: 5-0s
kromoszoma
hosszu karja.
Z6ld-piros szin
(nyil): t(2;5)

transzlokacio.
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20. dbra Gyermekkori ALK pozitiv ALCL-es eset. Komplex citogenetikai eltérés lathato.
5-6s kromoszoma triszomia, 21-es monoszomia, a jellegzetes t(2;5) transzlokécio
megfigyelhetd, zold nyil: hidnyzik a 2-es kromoszoma rovid karjanak egy darabja, piros nyil:

5-6s kromoszoma hosszu karjara transzlokalodott.

A Fluorescein in situ hybridisatio segitségével lehetévé valik a konkrét kromoszoma
transzlokaci6 igazolasa. A 2-es kromoszoma rdévid karjan az ALK gént tartalmazdé nagyobb
génszakaszt z0ld fluoreszcein probaval jelolték meg. Az 5-0s kromoszoma hosszu karjan
helyet foglalé — és a nucleophosmin gént is involvalo — génszakaszt piros szinli fluoreszcein
prébaval jelolték meg. Amennyiben a t(2;5)(p23;q35) transzlokaci6 1étrejon, akkor egymasra

vetil a két szin. Ez latszik a 19. abran.

8.4. Aramlasi citometriai eredmények

Aramlasi citometriai modszerrel megvizsgaltuk 9 ALCL-es beteg csontvel$ aspiratumat.
Minden esetben T-, illetve B-sejtes markereket alkalmaztunk. Héarom esetben sikertilt
egyértelmii T-sejtes lymphomads infiltraciot igazolni, mely O0sszhangban allt a hisztoldgiai
lelettel is. Tizenhét ALCL-es betegnél végeztiik el a peripherids vér Ficoll-szeparalasat. A
kés6bbiekben ezen mintdkon az angol kutatd partneriinknél sejt medidlta immunvalasz

vizsgalatokra keriill majd sor. A mintdkon a PTE AOK Klinikai Kémiai Intézetében
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ugyanakkor részletes immunfenotipus vizsgalatra keriilt sor, melynek soran egyetlen esetben

¢észleltlink leukémids érintettséget (21. dbra)
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21. abra Aramlasi citometriai

vizsgalat.
NJ anaplazids  nagysejtes
lymphomés betegnél a

betegség terminalis fazisdban
leukémia alakult ki. 15-20
G/l-es fehérvérsejtszam
mellett a kenetben 20 %-0s
lymphoblastos populacio volt
¢szlelhetd. (lasd 6. 4bra).
Ebben a periédusban jelentds
normociter anémia (htc:24,1
%, hgb: 834 g/l) ¢és
trombocitopénia (TCT: 12,8
G/1) volt észlelhetd.

Az  4ramlési  citometriai
vizsgalat szerint a nagy
méretli, sejtek T-markerekkel
mutattak pozitivitast (CD7,
CD4). Aberrans expresszio
volt észlelheté: az éretlen
sejtek 45 %-os CD7/CD13
koexpresszi6t mutattak. A
CD#4 sejtek aranya 57 % volt.
Tovabbi aberrans éretlenségi
marker volt a 70 %-os
HLA-DR  pozitivitds. Az
dssejtmarkerként ismert CD34
mindossze 0,68 %-ban volt
pozitiv. A B-sejtek ardnya
minimalis volt: CD19: 2%,
CD20: 2,5 %. A kappa-
lambda konnytlanc eloszlas
poliklonélis volt. A calcein
teszt igen gyenge funkcionalis
multidrug rezisztenciat
mutatott.




8.5. NPM-ALK és ALK ellenes antitest immunprecipitacios eredménvei

A 5.5. fejezetben leirt immunprecipitdciés modszerrel a 27 ALCL-es, 8 DLCL-es és 2
Hodgkin lymphomas betegnél elvégzett vizsgalat koziil NPM-ALK ellenes keringd antitestet
1, mig ALK ellenes kering6 antitestet 3 esetben igazoltunk (22. abra). Részletes adatokat a 21.

tablazat mutatja.

22. abra Anti-NPM-ALK antitest immunprecipitacios vizsgalat.
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No ||Név kor ||Dg Minta Status || Anti-NPMALK || Anti-ALK ALKI1
1 HA 61 T-ALCL Ch utan PR NEG NEG NEG
2 BL 36 T-ALCL PBSCT utan CR NEG POZ POZ
3 BF 27 0-ALCL Ch utan Prog ||NEG NEG NEG
4 BT 32 0-ALCL Ch utén CR NEG NEG NEG
5 cJ 30 0-ALCL PBSCT utan CR NEG NEG NEG
6 KJ 72 0-ALCL Ch utan PR NEG NEG NEG
7 TL 38 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG POZ
8 NE 30 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG POZ
9 KI 27 0-ALCL Ch utan CR POZ POZ POZ
10 BZ 29 T-ALCL Ch elétt, alatt || Prog [|[NEG NEG NEG
11 GP 28 T-ALCL Ch el6tt PR NEG* NEG* NEG
12 NJ 48 T-ALCL Ch elott PR NEG NEG NEG
13 TA 26 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG POZ
14 GE 28 T-ALCL Ch alatt PR NEG NEG NEG
15 BE 59 T-ALCL Rad el6tt CR NEG NEG NEG
16 RJ 59 0-ALCL Ch utan PR NEG NEG NEG
17 ||BA  ||21 |0-ALCL Ch utan CR  |NEG POZ POZ
18 HJ 67 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG POZ
19 TJ 55 T-ALCL Ch elétt prog ||NEG NEG NEG
20 BJ 60 T-ALCL Ch utan CR NEG NEG NEG
21 KZ 46 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG NEG
22 IS 29 B-ALCL Ch alatt prog ||INEG NEG NEG
23 FJ 45 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG POZ
24 NE 72 0-ALCL Ch alatt CR NEG NEG NEG
25 TZ 24 T-ALCL Ch alatt CR NEG NEG NV
26 BZ 21 0-ALCL Ch utan CR NEG NEG POZ
27 MI 59 0-ALCL Rad el6tt CR NEG NEG NEG

21. tablazat NPM-ALK ¢és ALK ellenes antitest vizsgalat eredményei. NPM: nucleophosmin,
ALK: anaplazias lymphoma kindz, NEG: negativ, Poz: pozitiv, CR: komplett remisszid, PR:
parcialis remisszio, Prog: progresszid, Ch: kemoterapia, rad: radiotrapia, NV: nem vizsgalva,
PBSCT: periférias vér Ossejt transzplantacio, *:az elsd vizsgalat szerint pozitiv volt az anti-

ALK illetve az anti-NPM-ALK reakcio, de az ismételt vizsgalat negativnak bizonyult.
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A 27 ALCL-es eset koziil 26-nal megtortént korabban a tumoros nyirokcsomoé blokkon az
anti-p80, vagy ALKI immunhisztokémiai vizsgalat. Tiz esetben talaltunk pozitivitast (9
betegnél ALKI, 1 izben p80 volt pozitiv). Ezen esetek koziil egynél volt pozitiv mind az
NPM-ALK, mind az ALK immunprecipitacios vizsgalat (22. abra), 3 esetben csak az ALK
immunprecipitacié adodott pozitivnak. Hét betegnél az ALK illetve p80 pozitiv tumor
ellenére a kering6 anti NPM-ALK vagy anti ALK antitestet nem sikeriilt kimutatni. Mind a 7
betegnél a szérum mintavételre évekkel a kemoterapiat kdvetden keriilt sor, az egyik péaciens
M. Crohn kisérdbetegsége miatt hosszasan steroid kezelésben részesiilt, mely része lehet a
keringd antitest eliminalodasanak. Meglepd lelet volt egy DLCL-es esetben észlelt anti-ALK
antitest pozitivitas — igaz a reakcid gyenge pozitivitast mutatott. A diagnosztikus procedura
soran a CD20 pozitiv B-sejtes nagy malignitdsi lymphomanal ALKI1 festést a rutin
immunhisztokémia soran természetesen nem alkalmaztak a patologusok. Azon ritka DLCL-es
esetek kozé tartozhat, melyben a teljes hosszisagi ALK fehérje expresszalodik. Klinikai
viselkedésében is eltért az eset a tipusos DLCL-es megjelenéstol. Nagy vesetumort utdnzé
extranodalisan terjedd, uretert teljesen besziird, ,,amputald” terime volt észlelhetd malignus
melliiregi folyadék képzddéssel, ugyanakkor jol reagalt kemoterapiara. Az elsd ciklus utan el

lehetett tavolitani a percutan nephrostomat.
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9. Osszefoglalas-kovetkeztetések

Az anaplazids nagysejtes lymphoma egy relative rovid multra visszatekintd ritka
lymphoma entitds, melyben az elmult 10 évben a lymphomak koziil talan a legtobb
molekularis genetikai, immunhisztokémiai, immunoldgiai vizsgélat tortént. Magyarorszagon a
betegséggel korabban sem klinikopatologiai, sem molekularis genetikai szinten nem torténtek
komolyabb vizsgalatok. Jelen dolgozatban megkiséreltiink a betegség szamos részletével
mélyrehatdéan foglalkozni. Kiterjedt immunhisztokémiai, génétrendezddési, kromoszoma
transzlokaciods, citogenetikai, aramldsi citometriai és immunprecipiticiés vizsgalatokat
végeztiink. A betegség 1ényegét ugyan nem érintd mégis érdekes informaciokat nyujtd
molekuléris vizsgalatokat végeztiink a multidrug rezisztencia, illetve thrombophilia irdnyaba.
A malignus hematologiai betegségek koziil az els6k kozott hoztunk létre egy magyar ALCL
regisztert, melyhez az orszag 19 hematologiai centrumanak egylittmiikddését nyertiik meg.
Nemzetkozi szinten is tetemes beteganyag klinikai adataival rendelkezlink. A modern terapias
lehetéségek koziil az autolog hemopoetikus Ossejt transzplantici6 ALCL-ben torténd
alkalmazasarol szereztiink komoly tapasztalatokat.

Az anaplazias nagysejtes lymphoma vizsgalata sordn az elmult 5 évben kisérletes és
klinikai tapasztalatokat szereztiik, és az alabbi megallapitasokra jutottunk:

1. A WHO ajanléasokat figyelembe véve standard morfolégiai és immunhiszto-
kémiai vizsgalatokra torekedtiink. (T-sejt markerek, EMA, p80, majd ALK1 reakciok).

2. Az ALK fest6dés intracitoplazmatikus lokalizacié jelentdségét hangstlyozva
megfigyeltiink csak citoplazmatikus illetve diffiiz mag, magvacska és citoplazmatikus
ALK pozitiv lymphomas sejteket.

3. T-sejt receptor béta és gamma, illetve immunglobulin nehéz lanc génatrende-
z6dési vizsgalatot végeztiink el (Toulouse-ban 16, Pécsett mintegy 15 esetben) abbol a
célbol, hogy a differencidl diagnosztikai szempontbol rendkiviil problematikus Hodgkin
lymphomas eseteket és a diffiz nagy B-sejtes lymphomak variansanak tartott B-ALCL-t
pontosan elkiilonitsiik.

4. Magyar mintakon (15 nyirokcsomo és 1 csontveld) eldszor végeztiink moleku-
laris genetikai vizsgalatot t(2;5)(p23;q35) és t(1;2)(q25;p23) transzlokacié irinyaban DNS
alapu és reverz transzkriptaz PCR modszerekkel. Két esetben észleltliink transzlokaciot az
elso eltérést illetden, mig a masodik vizsgalattal nem talaltunk pozitiv esetet.

5. Multidrug rezisztencia génpolimorfizmus vizsgélatot végeztiink 33 ALCL-es és
28 egyéb lymphomads beteg periférids vérébdl. Az adott betegszam mellett olyan irdnyu

tendenciat figyeltiink meg, hogy az MDR kialakulasara nagy kockazata betegeknél (C/C) az
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elsé kezeléssel nem sikeriilt komplett remissziot elérni. Szintén a nagy rizikoji betegeknél
figyeltiink meg nagyobb szamban a betegség progresszidjaval kapcsolatos halalozast.

6. Thrombophilia genetikai vizsgalatokat alkalmaztunk 42 ALCL-es ¢és 21 egyéb
lymphomas betegnél. A hazai populacioéval kozel megegyezd allélfrekvenciat észleltiink
mind a Factor V Leiden, a PTR gén, MTHFR gén és a PLA2 gén mutaciojat illetéen. A
betegség lefolydsa soran észlelt thrombembolids események nem voltak kapcsolatban a
mutéaciokkal.

7. Tiz ALCL-es mintan végeztiink el citogenetikai vizsgalatot. Két beteg 3 mintajan
(egy beteg nyirokcsomo és periférias vérébol is) komplex citogenetikai eltérést észleltiink,
egy betegnél FISH vizsgalattal igazoltuk a t(2;5) transzlokaciot. A komplex citogenetikai
eltérés rossz prognozist jelent.

8. Huszonhat ALCL-es betegnél (9 csontveld és 17 periférids vér mintan) részletes T-
és B-lymphocyta sejtfelszini markert vizsgaltunk meg aramlasi citometriaval. Az ALCL
leukémias betegnél, illetve 3 csontveldt érintd folyamatnal sikeriilt egyértelmii pozitivitast
kimutatni.

9. Az oxfordi kutatopartneriink segitségével 27 ALCL-es és 10 B-NHL-s betegnél
végeztink el Kkeringd anti-ALK és anti-NPM-ALK antitest Kkimutatisara
immunprecipitaciés vizsgalatot. ALK festés a 26 megvizsgalt beteg koziil 9-nél volt pozitiv.
Ezek koziil minddssze 3 rendelkezett keringd anti-NPM-ALK vagy anti-ALK antitesttel, igaz
minden esetben évekkel az agressziv kemoterapia vagy a hemopoetikus 6ssejt transzplantaciot
kovetden végeztiik el a vizsgalatot.

10. Létrehoztunk egy ,,Magyar Anaplazias Nagysejtes Lymphoma Regiszter”-t
melyben 179 ALCL-es beteg adatai talalhatbak meg. Az elmult évek sordn tobbszor
valtoztatott ¢és kikiildott kovetési lap visszajuttatasdval részletes demografiai (kor, nem,
foldrajzi eloszlas), klinikai (Ann Arbori stddium, nemzetkdzi prognosztikai index, B-tiinet és
egyéb kisérd tiinetek, nodalis és extranodalis lokalizacio, nyirokcsom6 méret), patologiai
(immunfenotipus, ALK pozitivitas, kozel egyharmadukndl részletes morfoldgiai) és terapias
(els6 ¢és masodikként valasztott kezelések, ezekre adott terapias valaszok, talélési mutatok)
eredmények birtokaba jutottunk. Részletesen az 6. fejezetben lathatoak az eredmények.

11. A terapias valasz és tulélés lehetd legoptimalisabb feltételeinek eléteremtése volt a
célunk. A nemzetkozi prognosztikai index figyelembe vételével az utdbbi években a riziko
adaptalt kezelés hazdnkban is kezd elterjedni. Ennek egyik jele az ALCL-es betegek koziil
kivalasztani azokat, akiknek a legnagyobb hasznukra valik az autolog hemopoetikus dssejt

transzplantaci6. Bar klinikdnkon minddssze 4 ¢éve folyik Ossejt —atiiltetés, mégis a
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transzplantalé centrumok koziil klinikdnkon az ALCL-es transzplantaciok kozel 30 %-ra
keriilt sor. A részletesen feldolgozott 23 magyar ALCL-es atiiltetés eredményeibdl €s az
irodalmi adatokbdl is kitlinik az, hogy az ALK negativ esetekben nem tud &tiitd sikert hozni a
hemopoetikus Ossejtatiiltetés, ha konvenciondlis CHOP kezeléssel kezdjiik a terapiat. Sokkal
hatasosabb az azonnali agressziv kemoterapia. Ugyanezt a tényt erdsiti meg az a 4 szomora
eset, amikor a cryopreservalt periférids vérdssejtek visszaadasdra nem tudott sor keriilni az
ALK negativ ALCL-es betegeknél az id6kozben fellépd fatalis progresszid miatt.
12. Az ALCL kiterjedt immunhisztokémiai, molekularis genetikai, citogenetikai és
klinikai vizsgélata soran tobb raritast, extrém ritka megjelenést észleltiink:
a. Tripla M gradienssel jar6 primer csontvel6éi T/B hybrid-sejtes ALCL (13.
abra).
b. Komplett remisszioban észlelt meningedlis ALK pozitiv. ALCL
manifesztacio (4. abra).
c. Komplex citogenetikai eltéréssel jar6 ALK negativ ALCL leukémia (5.,
18. és 21. abra).
d. Extrém eosinophilidval jar6 ALK negativ ALCL (9. abra).
sejtes lymphoma relapszus (15. abra).
f. Extrém nagy kiterjedésti primer bor ALCL (3. abra).
A jovOben a magyar hematologiai, patoldgiai €és csontveld transzplantald centrumokkal
valtozatlanul szoros, jO egyiittmiikodést kivanunk folytatni. A toulouse-i munkacsoporttal
tovabbi molekularis genetikai kooprodukcidéra toreksziink (PCR, RT-PCR, Southern blot,
DNS microarray modszerek, esetleg DNS szekvenalas). Az oxfordi kutatd csapattal az
immunprecipitacios vizsgalatok mellett a citotoxikus T-sejt valaszt (102) tervezziik analizalni
ELISPOT illetve tetramer moddszerekkel az ALCL-es betegeken a kezelés kiilonbozo
idépontjaiban. Ehhez a betegek elsd csoportjatol a megfeleld6 mintdkat mar kijuttattuk
Angliaba.
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10. Koszonetnyilvanitas:

Ko6szonom Losonczy Hajna professzorndnek, klinikank hematoldgiai munkacsoportja
vezetdjének, hogy mindvégig tdmogatta a malignus hematoldgia irdnti érdeklddésemet,
értekes szakmai tandcsokat adott, segitette a magyar anapldzids nagysejtes lymphoma
regiszter szervezését.

Koszonom Georges Delsol professzornak ¢és Talal Al Saati laborvezetd PhD
kutatonak a toulouse-i molekuléris genetikai és immunhisztokémiai kutatdsok irdnyitdsat,
hogy mellettiik elsajatithattam a legfontosabb modszerek alapjait, nagylelkiien
rendelkezésemre bocsatottak szamos koltséges metodikat. A késObbiekben is folyamatos
munkakapcsolatra tettek igéretet.

K6szonom Karen Pulford laborvezetd ¢s Kamel Ait-Tahar oxfordi PhD kutatoknak
az immunprecipitacios vizsgalatokban végzett munkdjukat és tovabbi kooperdcids project
l1étrehozasa érdekében kifejtett eréfeszitéseiket.

Ko6szonom Mézsik Gyula professzornak, klinikank igazgatéjanak munkam elkészitése
soran a folyamatos stimulaciét, kiilfoldi atjaim tamogatasat.

Ko6szoném minden kedves hematologus kolléganak oOnzetlen segitségét, akik a
magyar regiszterhez az ALCL-es betegek adatait elkiildték, kiilondsen Kklinikank
munkacsoportja tagjainak baratsagat koszonom.

Koszonom Kelényi Gabor ¢s Pajor Laszlo professzoroknak - egyetemiink
Pathologiai Intézete igazgatdinak -, Csanaky Gyorgy fdorvosnak — a Szombathelyi
Markusovszky Korhdz Pathologiai Osztidly vezetdjének —, illetve az orszag szamos
kérbonctani osztaly hematopatologusanak, hogy rendelkezésemre bocsatottak ALCL-es
szOvettani mintakat, diagnosztikus segitséget nyujtottak.

Ko6szonom  klinikank  hematologiai  laboratériuma  asszisztensndinek, Veté
Adamnénak, dr. Temesi Laszlonénak, Meng Beatanak, Hauck Csabanénak, Krucsé
Hajnalkanak és Szalontay Csillanak, valamint a toulouse-i asszisztenseknek Daniel Roda-
nak és Reine Claude Zenou-nak a kitlind technikai segitséget.

K6sz6ném a PTE Kozponti Klinikai Laboratéoriumban Dr. Magyarlaki Tamas docens
¢s Papp Zoltanné asszisztensnonek segitségét a multidrug rezisztencia és az daramlasi
citometriai vizsgalatokért.

Koszonom Dr. Méhes Gabor adjunktusnak és Kalasz Veranak a citogenetikai
vizsgalatok elvégzését, dr Kereskai Laszlo tanarsegédnek a szdvettani abrak fotozasaért.

Végiil, de nem utols6 sorban halas szivvel koszondom csaladom

(feleségem és két kislanyom) folyamatos lelkes tamogatasat, megérto tiirelmét.
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Kiilon készondm édesanyamnak, édesapamnak és batyamnak, hogy orvosi palya irdnyaba
orientaltak. A dolgozatot édesapamnak, néhai Szomor Arpadnak ajanlom, aki malignus
hematologiai betegségét oly méltdsagteljesen viselte, mely meghataroz6 emlék marad

szamomra.
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