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1. Bevezetés

1.1. Az acut lymphoblastos leukaemia (ALL) torténete

Az elsé dokumentalt leukaemias eset Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau
nevéhez kotheté [1]. A francia anatomus-sebész 1827-ben egy 63 éves beteg esetét
mutatta be, aki laz, altalanos gyengeség tiineteivel jelentkezett. Az autopszia soran
extrém foku lépmegnagyobbodast és siirti, ,,kasaszerii”, gennyhez hasonld vért lattak.
A leukaemia kifejezés a nagy német pathologustol, Rudolf Virchowtol szarmazik, aki
1845-ben egy valdsziniileg chronicus myeloid leukaemiaban (CML) szenved6 beteg
vérmintajaban igen nagy szamban figyelt meg fehérvérsejteket. Virchow
leukaemianak nevezte el a betegséget a gorog leukos, vagyis fehér és a haima, azaz
vér szavakbol [2]. Az els6 acut lymphoblastos leukaemias gyermekrél Michael Anton
Biermer, Virchow egyik tanitvanya szamolt be 1860-ban: egy 5 éves kislanynal az
elso tlinetek megjelenésétdl a diagnozison at a beteg halalaig kevesebb, mint harom
nap telt el [3]. Néhany évvel késobb Franz Ernst Christian Neumann egy leukaemias
beteg boncoldsa soran tett megfigyeléseibdl arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a
vérben latott abnormalis sejtek a csontvelébdl szarmaztak [4]. Ujabb fontos mérfoldké
volt a betegség torténetében, amikor az 1870-es években Paul Ehrlichnek
koszonhetden ismertté valt a vérkenetek megfestésének technikdja, ezzel lehetove téve
a sejtek pontosabb vizsgalatat, a normalis és abnormalis fehérvérsejtek elkiilonitését
[5]. Wilhelm Ebstein 1889-ben bevezette az acut leukaemia elnevezést, hogy a
gyorsan progrediald betegséget megkiilonboztesse a chronicus lefolyasu esetektol [6].
Otto Naegeli 1900-ban a leukaemiakat lymphoid és myeloid csoportokra osztotta [7].

Bar a betegségrol ekkor mar sok minden ismert volt, az ALL kezelésében
valodi terapias sikerekre még évtizedeket kellett véarni. 1948-ban Farber és
munkatarsai szamoltak be az aminopterin hatasara elért atmeneti remissziorol ALL-S
gyermekeknél [8]. A kovetkezd években tovabbi citosztatikumokat vezettek be az
12]. Ugyanakkor a tartés remisszionak tiinG esetek tobbségében a betegség sulyos
fellangolasa kovetkezett be vagy meningealis relapszus alakult ki, ezért tovabbi
kutatasok folytak. Az 1962-ben Memphisben megalapitott St. Jude Children Research
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Hospital-ban Donald Pinkel vezetésével a ,.totalis terapianak” nevezett kezelések
hatasossagat tanulmanyoztak. A gyogyszeres terapiat a kozponti idegrendszer (KIR)
besugarzasaval vagy intrathecalis gyogyszer adasaval egészitették ki és igen kedvezd
eredményekrél szamoltak be [13-15]. 1975-ben Németorszagban Hansjorg Richm
Berlinben (B), Bernhard Kornhuber Frankfurtban (F) és Giinther Schellong
Miinsterben (M) megkezdte az elsé multicentrikus vizsgalatokat, 1étrehozva ezzel a
BFM munkacsoportot [www.bfm-international.org]. 1987-ben megalakult a
nemzetk6zi BFM-csoport (I-BFM) Németorszag, Ausztria, Franciaorszag, Belgium,
Olaszorszag ¢és Hollandia kezdeményezésére, hogy a nemzeti kezelési stratégidikat
Osszehasonlitsdk és kozos kezelési standardokat hozzanak létre. Az azota eltelt
¢évtizedekben egyre novekvd szamban alakultak meg a nemzeti munkacsoportok és
csatlakoztak a nemzetk6zi BFM csoporthoz, hogy egylittmiilkddve tovabb
tokéletesitsék a leukaemia kezelését. Jelenleg mar tobb mint 34 orszag tagja az

I-BFM-nek, koztiilk Magyarorszag is.

1.2. A gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia (pALL) klinikopathologiaja

Az acut lymphoblastos leukaemia a leggyakoribb malignus betegség
gyermekkorban [16]. A betegség el6fordulasa 2 és 5 éves kor kozott a legmagasabb,
incidencidja Magyarorszagon 30-35/1.000.000 gyermek [17, 18]. Az ALL kissé
gyakoribb fitkban (fit:lany=1,3:1). A betegség el6fordulasaban foldrajzi eltérések is
megfigyelheték, magasabb az incidencia példaul Spanyolorszagban és Latin-
Amerikaban, mely feltehetéen szocioGkondémiai és etnikai kiilonbségekkel
magyarazhato.

Bér az ALL etiologidja ismeretlen, a leukaemids transzformacio valdszintlileg
kiilonboz6 behatasok Osszegzédésének kovetkezménye (genetikai tényezok, fizikai
vagy kémiai hatasra bekovetkezd kromoszoma-karosodés, kornyezeti tényezok stb.).
A betegség konkordancidja egypetéjii ikrek esetén 10-15%, mig csecsemdkori ALL
esetén kozel 100% [19, 20]. Leukaemias beteg testvérének négyszer nagyobb esélye
van a betegség kialakulasara, mint az atlag populacionak [21]. Az 6rokletes genetikai
rendellenességek koziil a Down-kor, illetve az ataxia teleangiectasia hajlamositanak

ALL kialakulasara, elébbi a gyerekkori ALL esetek kdzel 2%-aban van jelen [22, 23].



A kornyezeti tényezok koziil a radioaktiv sugarzas leukaemogén hatasa bizonyitott
in utero expozicid, terapias besugarzas és atomkatasztrofak esetén is [24-26]. Az
infekcios agensek leukaemogén hatasat eddig nem sikeriilt egyértelmtien kimutatni,
bar az ALL magasabb eléforduldsa a jobb szocialis és higiénias koriilmények kozott

€16 gyerekeknél tamogatja ezt a hipotézist [27].
1.2.1. Tiinetek

A betegség tiinetei a leukaemias klon csontveldi expanzidjara és a normal
haemopoiesis karosodasara, valamint a nem haemopoietikus szovetek leukaemias
faradékonysagrol, spontan bor- és nyalkahartya vérzésekrdl szamolnak be. Gyakori a
rossz kozérzet, lethargia, fogyas, sdpadtsag, makacs fertdzések, laz és ¢&jszakai
izzadas. Eléfordulhat csont és iziileti fajdalom, ritkan a betegség aszimmetrikus
arthritis, enyhe hatfajdalom, diffuz osteopenia vagy litikus csontléziok képében
jelentkezik. A betegek kb. 80%-anal figyelhet6 meg lymphadenopathia;
hepatomegalia és/vagy splenomegalia az esetek 75%-aban van jelen. Mas szervek is
¢rintettek lehetnek, mint példaul a vesék, a tiidok, a sziv, a szemek vagy a
gastrointestinalis tractus. A bor infiltracidja ritka és altalaban pre-B-sejtes ALL esetén
figyelhet6 meg. A KIR érintettsége a gyerekek kb. 5%-aban van jelen a diagnozis
idején, de gyakran tiinetmentes. Testicularis infiltracio a betegek 1%-anal figyelhetd

meg a diagnozis felallitasakor, de rejtett formaban akar 25%-uknal is jelen lehet [28].
1.2.2. Diagnézis

A fizikalis vizsgalat soran feltind a sapadtsdg, a generalizalt
lymphadenopathia, a hepatosplenomegalia és a thrombocytopenia miatt kialakuld
gingivalis vérzések, epistaxis, petechiak, ecchymosis. A diagnézis idején a
fehérvérsejtszam a betegek 50-60%-aban magasabb, mint 10x10%/L, sét 10%-ukban
magasabb, mint 100x10%L. A csontveldben az esetek tdbbségében jellemzd a
hypercellularitas, de el6fordulhat hypocellularitas is [29]. A normocytas, normochrom

anaemia €s a reticulocytopenia szinte altalanos jelenség.



crer

csontvelében és a vérben 1évé lymphoblastok morfologiai €s immunfenotipusos

jellemzdinek meghatarozasa (1. abra).

1. abra. Acut lymphoblastos leukaemias beteg csontvel6 aspiratumanak kenete.

A. A kis nagyitasu képen feltin6, hogy kiéré haemopoieticus aktivitas helyett lymphoid sejtek
figyelhetok meg, csupan egy-egy granulocyta van jelen (Giemsa-festés). B. A nagyobb
nagyitasu képen lymphoblastok lathatok, a sejtmagok nagy méretiick, a kromatin éretlen
szerkezetl, a kevés citoplazma sotétkék festédést mutat (Giemsa-festés). C. A képen lathato
lymphoblastok és a legalul 1évé lymphocyta myeloperoxidaz citokémiai reakcidval nem

mutatnak pozitivitast.



1.2.3. Citokémia

A terminalis dezoxinukleotidil transzferaz (TdT) pozitivitas az ALL-es esetek
tobb mint 95%-aban jelen van [30]. Ugyanakkor a TdT pozitivitas nem specifikus
ALL-re, az acut myeloid leukaemias betegek kb. 10%-dban szintén megfigyelhetd
[31]. A perjodsav-Schiff (PAS) reakcidval az esetek 40-70%-a mutat pozitivitast [16].
A normal lymphocytdkban és a megakaryocytdkban diszkrét granulumokat, a
monocytakban és a granulocytakban diffuz pozitivitast latunk, mig ALL-ben a blokk
pozitivitas jellemz6. Savanyt foszfataz reakcioval a T-sejtvonal eredetii ALL-ek
(T-ALL) 90%-a, mig a B-sejtvonal eredeti ALL-ek (B-ALL) 2%-a mutat pozitivitast,
igy lehetséges a T- és non-T sejtes ALL-ek elkiilonitése [32]. A lymphoblastok
jellemzéen myeloperoxidaz (1. abra), Szudan fekete B ¢és kloroacetat-észteraz
negativak, mig esetenként nem specifikus észterazzal gyengén pozitivak. A citokémiai
vizsgalatok az immunfenotipizalds és a molekularis modszerek széleskorii elterjedése

oOta hattérbe szorultak.

1.2.4. Immunfenotipus

Az immunfenotipus vizsgalata megerdsiti a morfologiai diagndzist, egyben
Az immunfenotipus vizsgalatok tobbségét flow citometriaval végzik felszini vagy
citoplazmatikus markereket hasznalva vér vagy csontveld aspiratumokon. A
diagnoziskor azonositott specifikus immunfenotipus hasznos lehet a rezidudlis
betegség flow citometrias kovetéséhez.

A szovettani metszetek immunhisztokémiai vizsgalatanak kiilonosen akkor van
jelentésége, ha alacsony a periférias blastszam, ha a csontveldminta mennyisége nem
elegendé a flow citometrias vizsgalathoz, vagy ha a diagndzist extramedullaris

mintabol kell felallitani.

1.2.5. Molekularis biolégiai modszerek

A polimerdz lancreakcié (PCR) érzékeny és gyors moddszer a klondlis

génatrendezodések detektalasara [33]. A modszer az immunglobulin (IG) és a
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T-sejt receptor (TCR) gének variabilis (V), diverzitas (D) és kapcsolodasi (J-joining)
génatrendez6désekhez képest a daganatos, vagyis ugyanazon sejtvonalbél szarmazo
sejtekben azonos génatrendez6édés van jelen, melyet klonalis génatrendez6dés
formajaban ki lehet mutatni. Az eredmények értékelése soran figyelembe kell venni,
hogy a T-ALL esetek kb. 10-20%-a mutat klonalis IG génatrendezédést [34, 35]. A
B-ALL esetek kozel 80%-ban hordoznak TCR-3 (TCRD), kb. 50%-ban TCR-y,
46%-ban TCR-a és 30%-ban TCR-B génatrendezédéseket [36, 37]. A fazids gén
transzlokaciok reverz transzkripcidos polimeraz lancreakcio (RT-PCR) utén
vizsgalhatok. Kvantitativ PCR segitségével a progndzist befolydsold minimalis

rezidudlis betegség meghatirozasara van lehetdség.

1.3. A gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia Klasszifikacioja

Az acut lymphoblastos leukaemia heterogén betegségcsoport, melyet fontos
tovabbi alcsoportokra osztani a kiilonboz6 klinikai jellemzok és eltéré prognosztikai
faktorok miatt. A jelenleg elfogadott csoportositdas az immunfenotipus, illetve a
genotipus vizsgalatan alapszik, a korabban alkalmazott citomorfoldgiai klasszifikaciot
ma mar nem hasznaljak.

A WHO altal 2001-ben megjelentetett vérképzdszervi és lymphoid szovetek
tumorainak osztalyozasa (Classification of Tumors of the Hematopoietic and
Lymphoid Tissues) elsé alkalommal egyesitette a genotipusra vonatkozo ismereteket a
klinikai, morfologiai, citokémiai és immunfenotipusra vonatkozé informdaciokkal,
létrehozva ezzel egy egységes, a diagnozis felallitasahoz valddi segitséget nyujtd
klasszifikaciot [38]. Ugyanakkor a betegségek genetikai és biologiai hatterének egyre
pontosabb feltérképezése miatt sziikségessé valt az osztdlyozas feliilvizsgalata. A
2008-as revizid soran beépitették az ) tudomanyos és klinikai ismereteket, ezzel is
finomitva a diagnosztikus kritériumokat, valamint jonnan felfedezett entitasokat
vezettek be. A 2008-as WHO osztalyozas az acut korképeken beliil myeloid,
bizonytalan sejtvonal eredetli, és a prekurzor lymphoid vonalon beliil B- és T-sejtes
leukaemiakat/lymphomakat kiilonit (1. tablazat) [39]. Leukaemia esetén a

csontveldben a blastok ardnya legaldbb 25%, mig lymphoma esetén nyirokcsomo
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vagy extranodalis érintettség van jelen legfeljebb minimalis csontveld érintettség

mellett.

Acut myeloid leukaemia és tarsulé neoplasmak
Bizonytalan sejtvonal eredetii acut leukaemiak

Differencialatlan acut leukaemia

Kevert fenotipust acut leukaemia t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1
Kevert fenotipust acut leukaemia t(v;11q23); atrendez6dott MLL
Kevert fenotipust acut leukaemia, B-myeloid, NOS

Kevert fenotipust acut leukaemia, T-myeloid, NOS

Provizorikus entitds: NK-sejtes lymphoblastos leukaemia/lymphoma

B lymphoblastos leukaemia/lymphoma

B lymphoblastos leukaemia/lymphoma, NOS
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma ismétlddd genetikai rendellenességekkel
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma t(v;11q23); 4trendez6dott MLL
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 (ETV6-
RUNX1)
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma hyperdiploiditassal
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma hypodiploiditassal
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma t(5;14)(931;932) IL3-IGH
B lymphoblastos leukaemia/lymphoma t(1;19)(g23;p13.3) TCF3-PBX1

T lymphoblastos leukaemia/lymphoma

1. tablazat. Az acut leukaemiak 2008-as WHO klasszifikacigja.

NOS - not otherwise specified, NK — natural killer.

Az immunfenotipus vizsgalata a leukaemias sejtek felszinén vagy
citoplazmajaban expresszalt antigének kimutatdsan alapszik [40, 41]. A normal
lymphocyték az érési sornak megfeleléen specifikus antigéneket expresszalnak. Ezzel
szemben a lymphoblastok megrekednek a differenciacié egy fokan, igy az altaluk
expresszalt antigénekbdl kovetkeztetni lehet arra, hogy a differencidlodas mely
szintjén tortént a leukaemias transzformacio [42, 43]. Az eredmények értékelése soran
figyelembe kell venni, hogy a gyerekkori ALL-ek kb. 10-20%-a myeloid marker,
leggyakrabban CD13 és CD33 koexpressziot mutat [44, 45]. Emellett an. aszinkron
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antigénexpresszio is el6fordulhat, amikor az érési sor kiilonbdzd pontjain megjelend
antigének egyszerre mutathatok ki [46].

Az ALL-es esetek dont6 tobbsége (~85%) B-sejt eredetii. A B-lymphoblastok
differencialtsagi fokanak megfelelden tobb tipust kiilonithetlink el (2. tdblazat) [38]. A
lymphoblastok csaknem mindig pozitivak CD19, citoplazmatikus CD22 (cCD22) és
citoplazmatikus CD79a (cCD79a) B-sejt markerekre, bar 6nmagéaban ezek egyike sem
specifikus. A korai Ossejt marker, a CD34 expresszidja kb. 80%-ban lathato, gyakran
tarsul hozza hyperdiploiditas, alacsony incidenciaju KIR érintettség €s Osszességében

kedvezObb prognodzisi betegséget jelez [47].

LSC Pro-B-ALL c-ALL Pre-B-ALL

CD34 + + + +
CD19 - + + +
cCDh22 - + + +
cCD79a - + + +
CD10 - ; + +
CD20 - - - +
TdT + + + +

Ig gén germline germline germline atrendez6dott
clg - - - +
slg - - - -

2. tablazat. A B-sejtes acut lymphoblastos leukaemia immunfenotipus alapjan torténd
klasszifikacidja a kiilonb6z6é markerek expresszidja alapjan.

LSC — lymphoid 6ssejt (lymphoid stem cell), cCD22 — citoplazmatikus CD22, cCD79% —
citoplazmatikus CD79a, TdT — terminalis dezoxinukleotidil transzferaz, clg — citoplazmatikus

immunglobulin, slg — felszini (surface) immunglobulin.

A legkoraibb stadiumban, az Un. korai prekurzor B-ALL vagy pro-B-ALL
esetén, a blastok CD19, cCD79a, cCD22 és nuclearis TdT pozitivitast mutatnak. A
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kovetkezo differencialtsagi stadiumban a blastokra az elébbi markerek mellett a CD10
expresszio is jellemz6. A gyerekkori esetek kozel 70%-a ebbe a csoportba tartozik, ezt
a tipust common-ALL-nek (cALL) hivjadk (2. &bra). A legérettebb differencialtsagi
fokban, az un. pre-B-ALL esetén a blastok citoplazmatikus immunglobulin
p nehézlancot expresszalnak [48]. A betegek kb. 15-20%-a sorolhat6 ebbe a

csoportba.
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2. abra. Common-ALL-es gyermek csontvel mintajanak flow citometrias vizsgalata.
A bal fels6 abran a fényszorasi paraméterek alapjan a tormelékek kizarasa torténik meg. A
jobb felsd abran az egyes populaciok kapuzasa lathato, a pirossal bekeretezett sejtek a blastok,
zolddel a lymphocytakat, kékkel a myeloid elemeket jeloltiik. Az alsé abrak alapjan a blastok
CD19+, CD20-, CD10+, CD34+, TdT+, cCD3- fenotipussal rendelkeznek, vagyis egy
common-ALL esettel allunk szemben. (A minta a PTE AOK Patholdgiai Intézet Flow

Citometrias laboratoriumanak anyaga.)

A T-sejtes ALL az esetek kb. 10-15%-at képviseli [43]. A betegség az
expresszalt antigének alapjan tobb csoportba oszthatd (3. tablazat) [38]. Az éretlen
pro-T-ALL TdT, c¢CD3 ¢és CD7 pozitivitds mellett CD2 és CDla negativitassal
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jellemezhetd. Pre-T-ALL esetén az elébbieken felil CD2 markerrel pozitivitast
latunk, ugyanakkor mindkét tipus CD4/CD8 kettés negativ. A kozepes
differencialtsagu tipus a leggyakoribb, a corticalis T-ALL-re a cCD3, CD2, CD7,
CDla pozitivitas, valamint a CD4 és CD8 koexpresszio jellemz6. Az érett medullaris
T-ALL-t pan-T-sejt marker és vagy CD4 vagy CDS8 pozitivitds, ugyanakkor CDla

negativitas jellemzi.

Pro-T-ALL Pre-T-ALL Corticalis T-ALL Medullaris T-ALL

cCD3 + + + +
CD7 + + + +
CD2 - + + +

CDla - - + -

CD34 +/- +/- - i}

CD4/CD8 -/ -/- +/+ +/- vagy -/+

3. tablazat. A T-sejtes acut lymphoblastos leukaemia immunfenotipus alapjan torténd
klasszifikacigja a kiilonb6z6 markerek expresszidja alapjan.

cCD3 - citoplazmatikus CD3

A citogenetikai és molekularis vizsgalatok soran észlelt specifikus, jol
azonosithatd szambeli vagy strukturdlis kromoszoma rendellenességek eldsegitik a

diagnozist és jelent6s prognosztikai szerepiik is van [49-51].

(9:22)(q34;911.2); BCR-ABL1

A 1(9;22) soran a 9-es kromoszoman 1évé ABL1 protoonkogén fuzional a 22-es

kromoszoman 1évé BCR génnel (Ph — Philadelphia-kromoszoma) [52]. Ha a téréspont
a 22-es kromoszoman a BCR gén in. *major breakpoint cluster region’-jében (M-bcr)

torténik, a fiziés gén egy 210 kDa molekulastlyt fehérjét kodol (p2105°FA8t

), ez
jellemzd a CML-es betegeknél és a t(9;22) pozitiv felndttkori ALL 30-50%-aban. A
Ph+ pozitiv feln6tt ALL kb. 50%-aban, illetve a gyerekkori ALL esetek dontd

tobbségében a BCR toréspont az un. *minor breakpoint cluster region’-ban (m-bcr)
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talalhat6 és a fuzids gén egy 190 kDa molekulasulyu fehérjét kodol (p19OBCR/ABL).

Mindkét fehérje megnovekedett tirozin kinaz aktivitassal rendelkezik.

A Philadelphia-kromoszéma a gyerekkori ALL-ek kevesebb, mint 2-4%-aban
fordul ¢l6, a betegekre jellemz6 az idGsebb életkor és a magas fehérvérsejtszam. A
Ph+ B-ALL altalaban CD10, CD19 ¢és TdT pozitiv, valamint gyakoribb a myeloid-
asszocialt CD13 ¢és CD33 markerek expresszidja [38]. Ha kedvezd klinikai
jellemzokkel (€letkor, fehérvérsejtszam, terapidra adott valasz) tarsul, akkor valamivel
jobb a prognézisa [53], amugy a Ph- esetekkel Osszehasonlitva szignifikansan
alacsonyabb a komplett remisszios rata (78% versus 96%), gyakoribb a terapia

rezisztencia és a relapszus [54].

t(v;11923) atrendez6dott MLL

Az atrendezddés a 11923 savban 1évo MLL gént és szamos lehetséges fizids
partner gén koziil egyet érint. Leggyakoribb ilyen gén az AF4 a 4g21 kromoszoma
régioban. A gyerekkori ALL-ek kb. 5%-aban figyelhet6 meg, mig csecsemodkori ALL
esetén ez a leggyakoribb kromoszoma rendellenesség, az esetek 70%-aban van jelen
[55]. Jellemz6 az atrendezddés 1étrejotte és az ALL kialakulasa kozotti rovid latencia.
A transzlokacié feltehetéen mar in utero kialakul, amit a fiatal csecsemdékori magas
incidencia mellett az is bizonyit, hogy a késdbb leukaemidssa vald gyerekek Guthrie-
kartyainak vizsgalata soran PCR-ral mar a neonatalis vércseppben is kimutathato a
fuzios gén jelenléte monoallélikusan [56, 57]. Klinikailag az MLL atrendezddések két
évesnél fiatalabb korral, igen magas fehérvérsejt szammal, organomegaliaval és KIR
érintettséggel jarnak. Tipusosan, kiilonosen a t(4;11) esetekre, a CD19+, a CD10- és
CD24- pro-B-immunfenotipus, tovabba a CD15 pozitivitas jellemzd [58, 59]. Rossz
progndzissal jar, a transzlokéaciot hordozé csecsemdk 3 éves eseménymentes tulélése

(EFS) 13%, mig az erre a transzlokaciora nézve negativ betegeké 67% [60].

1(12;21)(p13;0922) TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

A 1(12;21) aberraciot két kiilonb6z6 munkacsoport irta le egymastol
fiiggetleniil 1995-ben [61, 62]. A t(12;21) a 12-es kromoszoéman 1évé TEL (ETV6) és
a 21-es kromoszoman 1évé AML1 (RUNX1/CBFA2) géneket érinti.

Az ETV6 (ETS variant 6) gént érintd kromoszoma transzlokaciok szamos

haematologiai betegségben kimutathatok, eddig 30 partnergént irtak le [63]. Az ETV6
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gén a 12-es kromoszoma rovidkarjan a 12p13.1 régioban taldlhat6, 8 exonbdl all
(3. abra). Az altala kodolt 452 aminosavbol felépiilé fehérje 2 fobb domaint tartalmaz.
A fehérje oligomerizacidban és a transzkripcid represszidjaban szerepet jatszo HLH
(helix-loop-helix) domaint a 3-as és a 4-es exon, mig a szekvencia-specifikus DNS
kotésért és a fehérje-fehérje interakcioért felelés ETS domaint a 6-8-as exonok
kodoljak. A kettd kdzott az 5-0s exon altal kddolt belsd domain talalhato, mely a HLH
domainnel egylitt szintén represszids folyamatokban jatszik szerepet. Az ETV6
fehérje az embrionalis fejlédéshez, illetve a csontveldi haemopoiesis szabalyozasahoz

nélkiilozhetetlen.

’|1*‘| I | ||| 3 ||4| | 5 |6||7||8|3’

2 1b
| | HILH | Belso domain ETS I I

1 40 124 339 420 452

h

3. abra. Az ETVG6 (TEL) gén és az altala kodolt fehérje.
HLH — helix-loop-helix domain, ETS — ETS domain

A RUNX1 gén a 21-es kromoszoma hossziikarjan a 21q22.3 régioban talalhato,
12 exonbol all (4. abra) [64]. A RUNX1 gén altal kodolt 453 aminosavbol allo fehérje
a Runt-hoz kotott transzkripeios faktorok csalddjaba tartozik, mas néven AMLI (acut
myeloid leukaemia 1) vagy CBFA2 (core binding factor alfa-2 alegység) proteinnek is
nevezik. A RUNXI fehérje legfontosabb domainjei a 3-5-6s exonok altal kodolt RHD
(Runt homology domain), a 7-es exon egy része és a 8-as altal kodolt TAD
(transzkripcio aktivacidos domain) €s a transzkripcid gatld domain. Az erdsen
konzervalt szekvenciaja RHD a DNS kotésért és a CBF-f alegységgel valo
heterodimerizacioért felelds, utobbi a heterodimer komplex részeként a RUNX1
DNS-koto képességét erdsiti. A RUNXLI transzkripciods faktorként a haemopoieticus
6ssejtek differencialodasanak szabalyozasaban jatszik szerepet [65], a protein a hozza
kapcsolodo  faktoroktol — fliggéen —aktivatorként és  represszorként egyarant

funkcionalhat.
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4. bra. A RUNXL (AML1) gén és az ltala kodolt fehérie.

RHD — Runt homology domain, TAD — transzkripcio6 aktivacios domain.

A 1(12;21)(p13;922) transzlokaci6 soran az ETV6 5’régidja (exon 1-5) fhzional
egyarant tartalmazza az ETV6 HLH és belsd, valamint a RUNX1 RHD és TAD
domainjat. A transzlalodo fuzios proteinnek igy megmarad a képessége, hogy
kotédjon a RUNXI célszekvenciaihoz és represszorként hatva ezen gének
normal ETV6 funkcidjat is karosithatja. Az esetek 70-80%-aban a nem atrendez6dott
ETV6 allél deletalodik, melynek szintén szerepe lehet a leukemogenesis folyamataban.

Az ETV6-RUNX1 transzlokacié létrejottét korai 1ézionak tartjdk a
leukaemogenesis  folyamatdban, mivel neonatdlis vércseppek  retrospektiv
tanulmanyozasa soran a monoallélikus transzlokacié mar kimutathatdé volt olyan
gyerekeknél, akiknél évekkel késdbb leukaemia alakult ki [66], ugyanakkor a
transzlokacio sziikséges, de nem elegendd a leukaemia kialakulasahoz.

A t(12;21) a leggyakoribb génatrenez6dés ALL-es gyerekekben, kb. 25%-ban
fordul el [67]. A betegek tobbsége 1 és 12 év kozotti, az életkori cstics 2 és 5 év
kozott van. A blastok CD19+ és CD10+, altalaban CD34+, emellett jellemzd a CD9,
CD20 és CD66¢ expresszio teljes vagy majdnem teljes hianya [58, 68, 69]. Myeloid
asszocialt antigének, kiilonosen a CDI13 expresszidja is gyakori. Jellemzd a
diagnoziskori alacsonyabb fehérvérsejtszdm, emellett az esetek tobbsége nem
hyperdiploid [52].

Szdmos tanulmany kedvezd prognozisrdl szdmol be a transzlokacidt hordozo

gyerekeknél mind retrospektiv, mind prospektiv tanulményokban, ugyanakkor a
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jellemzden késon jelentkezO relapszus ebben a betegcsoportban is kb. 20-25%-ban
van jelen [70-76]. Mivel a transzlokacio korai 1épcséfok a leukaemogenesisben,
feltételezik, hogy a késOi relapszusok egy a transzlokaciét hordozo perzisztalo
preleukaemias klonbol erednek. Kedvezotlen prognosztikai faktorok, mint példaul
10 évesnél id6sebb életkor vagy magas fehérvérsejtszam jelenléte esetén rosszabb a
kimenetel, bar még igy is kedvez6bb, mint a transzlokaciot nem hordozé esetekben.
Ezeket az eltér6 eredményeket csak tovabbi, nagy esetszdmu, prospektiv, hosszu

kovetési idejii tanulmanyok tudjak majd feloldani.

Hyperdiploid B lymphoblastos leukaemia/lymphoma

Azokat a B-sejt eredetii leukaemiakat soroljak ebbe a csoportba, ahol a blastok
47 és 67 kozotti modalis szamu (MN) kromoszoémat tartalmaznak, tipusos esetben
strukturalis eltérés nincs jelen (5. abra) [38]. Ezen beliil is elkiilonitik az alacsony
(MN =47 — 50) és a magas hyperdiploid (MN = 51 — 67) alcsoportot, melyek koziil az
utobbi a gyerekkori B-ALL esetek 25 - 30%-at teszi ki. Csecseméknél nem fordul el6,
gyerekeknél pedig eléfordulasa az életkor elérehaladtaval csokken. A blastokra a
CD19+ ¢és CDI10+ jellemz6, emellett a legtobb eset CD34+ és CD45- [58].
Hyperdiploid ALL-ben a kromoszomak szambeli novekedését latjuk, extra kopia
leggyakrabban a 21, X, 14 és 4-es kromoszomabol van jelen [77].

A hyperdiploid ALL igen kedvez6 kimenetelii, tobb mint 90%-o0s gyogyulasi
arany jellemzi. Kedvezotlen rizikofaktorok, mint példaul elérehaladott életkor vagy
magas fehérvérsejtszam jelenléte negativan befolyasolhatja a progndzist, de az még
igy i1s kedvezObb, mintha nem lenne jelen a hyperdiploiditds. Multivarians analizis
alapjan a modalis kromoszomaszdm a legmeghatdrozobb prognosztikai faktor. A
6 éves eseménymentes tilélés 51-53, 54-57 ¢és 58-66 modalis kromoszomaszam esetén
80%, 89%, illetve 99% [78]. A DNS-index (DI), vagyis a leukaemias és a normal
sejtek DNS tartalmanak aranya alapjan meghatarozott harom alcsoportban (DI < 1,16,
1,16 < DI < 1,24, DI > 1,24) az EFS 83%, 90% ¢és 95% volt. Szintén igen kedvezd
progndzissal tarsul, ha a 4-es, 10-es és 17-es kromoszoma tripla triszomidja szimultan

van jelen [79].
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5. abra. DNS-index meghatarozas.
A. Hyperdipolid ALL. B. Hypodiploid ALL. (A mintak a PTE AOK Pathologiai Intézet

Flow citometrias laboratoriumanak anyagabol szarmaznak.)

Hypodiploid B lymphoblastos leukaemia/lymphoma

Azokat a B-sejt iranyba elkdtelezett leukaemiakat soroljuk ebbe a csoportba,
ahol a blastok kevesebb, mint 46, szigoribb definici6 szerint kevesebb, mint 45
kromoszomat tartalmaznak, a DI < 1 (5. abra) [38]. Az &sszes ALL eset kb. 5%-a
tartozik ide, egyarant el6fordul gyerek és felndttkorban is, bar a kdzel haploid ALL
(23-29 kromoszoma) ritkan fordul eld gyerekeknél. A blastokra a CD19 és CD10
pozitivitas jellemz6. A kromoszomavesztés mellett strukturalis eltérések is jelen
lehetnek, de a kozel haploid esetekben ezek jelenléte nem gyakori. A hypodiploid
ALL rossz prognodzissal tarsul, a csoporton beliil a 44-45 kromoszomaval rendelkezd

betegek esetén legkedvezobb a kimenetel [80].

1(5:14)(931;932) IL3-1IGH

Ez egy ritkan el6forduld transzlokacio, az esetek kevesebb, mint 1%-aban

fordul el6, gyerekek és felnéttek egyarant érintettek lehetnek. A klinikai tiinetek
hasonloak a tobbi ALL tipusnal el6fordulokhoz, de tlinetmentes eosinophilia
formajaban is jelentkezhet a betegség [38]. A blastokra a CD10+ és CDI19+
immunfenotipus jellemez6. Az eosinophil sejtek nem részei a leukaemias klonnak,

hanem reaktiv populaciot képviselnek.
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t(1:19)(g23;p13.3) E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)
A 1(1;19)(g23;p13.3) az E2A(TCF3) és a PBX1 gén fuzidjat eredményezi. Ez a

transzlokacié viszonylag gyakori gyerckeknél, a B-ALL esetek 6%-aban van jelen,
mig feln6tteknél ritkabban fordul el6. Klinikailag a pre-B immunfenotipus jellemzd, a
blastok CD19, CD10, CD9 é¢s citoplazmatikus immunglobulin nehézlanc pozitivak. A
betegek gyakran magas fehérvérsejt szammal és LDH szinttel, valamint kdzponti
idegrendszeri érintettséggel jelentkeznek [81]. Korabbi tanulmanyokban rossz
prognoézisunak tartottdk, de a modern intenziv terapianak koszonhetden manapsag mar

nem szamit annak.

A ma mar nem hasznalt citomorfologiai klasszifikacio a French-American-
British (FAB) csoport iranyelvein alapult [82, 83]. A gyerekkori ALL-ek kb. 85%-at
az L1 csoportba soroltak, melyekre a kis vagy kozepes méretii, kerek vagy ovalis
maggal, elmosddott kromatindllomannyal és hidnyzo vagy kis nucleolusszal
rendelkez6 lymphoblastok a jellemzdek [84]. A halvany festédésii citoplazma annyira
gyér lehet, hogy szamos sejtben a mag szinte kidudorodik.

Esetenként a lymphoblastok nagyobbak, ovalis vagy irregularis magkonttrral
¢és kevésbé homogén kromatinallomannyal rendelkeznek. A sejtmagok valtozatosak,
gyakran prominens, néha tobb nucleolus is jelen lehet. A citoplazma bdségesebb, de
szintén halvanyan festédik. Az ilyen morfoldgiai varidnsokat L2 lymphoblastoknak
nevezte a FAB klasszifikacio, a gyerekkori ALL esetek kevesebb, mint 15%-a
tartozott ebbe a csoportba [84].

A nagy, homogén L3 blastok mélykéken fest6dd citoplazmaval rendelkeznek,
melyben 4ltaldban éles hatadri vacuolumok vannak. A nagy sejtmagok kerek vagy
ovalis alaktiak, finoman pontozott kromatinnal és valtozatos, néha elég prominens

nucleolusszal rendelkeznek [84].

1.4. Terapia

A gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia kezelése kapcsan az utdbbi
¢vtizedekben elért eredmények onmagukért beszélnek, az 5 éves tilélés az 1960-as

években tapasztalt alig 10%-r6l mara 85-90%-ra emelkedett [85, 86]. Napjainkban a
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terapids cél mar nem csak a t0lélés tovabbi javitdsa, hanem a kevésbé agressziv
terapiaval is sikeresen kezelheté betegcsoportok, a rizikdhoz-igazitott kezelés
meghatarozasa. Az ALL kezelése fél év intenziv és masfél év fenntarto terapiabol all.
A kezelés nemzetkdzi protokollok ajanlasainak megfelelden, a betegeket standard,
kbzepes €és magas rizikoju csoportokba osztva torténik citosztatikumok, sugarkezelés,
csontveld vagy Ossejt transzplantacid, illetve ezek kombinéciojanak alkalmazasaval
[86].

Az indukcios kezelés célja a lehetd legtobb daganatsejt elpusztitasa, melyet
kombindlt citosztatikus terdpiaval érnek el. A kdzponti idegrendszeri relapszusok
megel6zésére nagy dozisu intravénds és intrathecalis metotrexat (MTX) és/vagy
sugarterapia Is a kezelési protokollok része [86]. Komplett haematologiai remissziorol
beszéliink, ha az indukcid végén a regeneralddd csontvelOben a blastok aranya 5%
alatti és extramedullaris tumor sincs jelen. A kezelés megkezdése utani 8. napon a
korai prednizolon valasz megitélésére periférias vér (PB) vizsgalatot végeznek. Jo
prednizolon valasz (PGR) esetén a vérben a blastszam alacsonyabb, mint 1x10%/L, ez
a kezelés el6tti blastszamtol fliggetleniil kedvezd progndzisra utal [87]. Az
ALL IC-BFM 2002 protokollnak megfeleléen a 15. és a 33. napon (d15 és d33)
elvégzett csontveld vizsgalatok eredményét, illetve tovabbi faktorokat is figyelembe
véve rizikdcsoportokba soroljak a betegeket [86]. A korai prednizolon valasz és a d15
csontveldi blastarany vizsgalata koziil az utobbi rendelkezik magasabb prediktiv
értekkel, segitségével a PGR kategoridba tartoz6 esetek tovabbi rizikd szerinti
felosztasa lehetséges [88]. Az indukcios blokk végén mért 5% feletti rezidudlis
blastarany igen magas rizikoju betegséget jelez, ilyen esetekben az 6t éves EFS csak
39%, szemben a komplett remisszidban 1év6 betegeknél latott 76%-hoz képest [86].

A Konszolidacio vagy Protokoll M és a kés6i reintenzifikacio soran adott
kombinalt kezeléssel az indukcidos fazist taléld blastsejtek elpusztitisa és a KIR-i
recidiva megel6zése a cél. Csontveld aspiraciot a blokk elején (wl2) és a késoi
reintenzifikéacio elétt az 6todik honapban (m5) végeznek. Az intenziv terapiat kdvetd
fenntartd kezelés célja az Gsszes rezidualis leukaemias daganatsejt elpusztitasa, mert
ezek tehetdk feleldssé egy esetleges késdi relapszusért. A kezelés befejezése utan

2 éves zardvizsgalatot végeznek.
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1.5. Prognozis

A gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia Klinikai lefolyasat és a beteg
varhato talélését sok tényez6 befolyasolja. Az 1.3. fejezetben ismertetett strukturalis
¢s szambeli kromoszoma eltérések mellett ma mar szamos, a prognodzis
meghatarozasaban szerepet jatszo paramétert ismeriink. Mivel az egyes rizikofaktorok
prognosztikai szerepét nagy betegcsoportokon elvégzett vizsgalatok statisztikai adatai

alapjan hataroztak meg, az ett6l valo egyéni eltérés akar jelent6s is lehet.

1.5.1. Eletkor

Az 1 éves kor alatt, illetve a 6 évesnél idosebb korban jelentkezé betegség
esetén rosszabb a prognozis, mint az 1-6 éves koru gyerekeknél kialakult ALL esetén
[89]. A csecsemdOkori ALL esetén ez feltehetéen mas, szintén rossz prognozissal
tarsuld faktorok jelenlétével magyarazhaté, mint a magas fehérvérsejtszam, KIR
érintettség a diagndzis idején, CD10 negativitds, hepato- és/vagy splenomegalia,

bizonyos kromoszoma eltérések jelenléte [90].

1.5.2. Fehérvérsejtszam

A diagnézis felallitasakor mért fehérvérsejtszam igen fontos tényezd a
progndzis meghatarozasanak szempontjabol: 50x10%L-nél magasabb értékek esetén
rosszabb a progndzis, mig a 10x10%L-nél alacsonyabb fehérvérsejtszammal
rendelkez6 betegek EFS adatai kedvez6bbek [91].

1.5.3. Immunfenotipus

A B-sejt eredetii betegségek koziil legjobb a CD10 pozitiv CALL prognozisa.
A CD34 expresszido B-ALL esetén kedvezd, T-ALL esetén kedvezdtlen kimenetellel
tarsul [47]. A T-sejtes fenotipust leukaemiak koziil a korai T-sejtes prekurzor ALL a
legkedvez6tlenebb progndzisu betegség [92]. A ritkan el6forduld kevert fenotipust

leukaemiakra rosszabb eseménymentes tulélés jellemzd, mint a B-ALL esetekre, mely
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részben a diagnosztikai nehézségeknek és a kezelés soran fellépé dilemmaknak is
koszonhet6 [93].

1.5.4. Ploiditas

Gyerekeknél a ploiditds meghatarozasa a legfontosabb prognosztikai faktor
[94]. A hyperdiploid, kiilondsen a tobb mint 51 kromoszomaval rendelkez6 esetekben
a legjobb a prognozis, ez az ALL esetek kb. 25-30%-at jelenti [51, 95]. Ha a DNS-
indexet vizsgaljuk, akkor az 1,16-nal nagyobb értékkel rendelkezd betegeknek jobbak
a kilatasai [94]. Naluk a 4 éves eseménymentes tilélés kdzel 90%, mely feltehetden a
kemoterapias szerekkel szembeni nagyobb érzékenységgel magyarazhatd [94, 96]. A
majdnem tetraploid (az esetek kb. 1%-a), valamint a 47-50 kromoszomaval
rendelkezok, vagyis akiknél a DNS-index 1,00 és 1,16 kozé esik (az esetek 15%-a) a
kozepes prognodzisu csoportba sorolhatok [89, 97]. A 47-50 kromoszémaval
rendelkez6 betegeknél leggyakrabban addicionalis 21, X, 8, 10-es kromoszoma van
jelen, tovabba az esetek 76%-aban egyéb strukturalis rendellenesség is kimutathato
[98]. Ha a 21-es triszomia az egyetlen jelenlévo kromoszoma rendellenesség, akkor a
betegségnek kiilondsen jo a progndzisa, ami részben az egyéb kedvezd faktorok
tarsulasanak is koszonhet6 [99].

Hypodiploiditas az esetek kb. 5%-aban fordul eld, leggyakoribb a 20-as
kromoszdéma elvesztése [100, 101]. A kozel haploid kromoszomaszammal rendelkezd
betegek (kevesebb, mint 1%) igen rossz progndzissal rendelkeznek [102]. Normal
diploid karyotipus a betegek kb. 8-10%-anal figyelhetd meg, 6k kdzepes prognozissal
jellemezhetdk [97]. A pseudodiploiditais (MN = 46, strukturalis eltérésekkel vagy
kromoszoma szubsziticioval tarsulva) a betegek 50-60%-anal van jelen és altalaban

rossz prognozissal tarsul [89, 95].

1.6. Minimalis rezidualis betegség (MRD)

Az immunolégiai és a molekularis technikak fejlodése lehetévé tette, hogy a
morfoldgiai mddszerek érzékenységét meghaladd szinteken is kimutathatd legyen a

rezidudlis betegség. A minimalis rezidudlis betegség a leukaemias sejtek
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legalacsonyabb szintje, mely egy adott diagnosztikai eljarassal kimutathat6é [103]. A
moédszernek lehetéleg el kell érnie a 10 — 10 érzékenységi fokot, vagyis egy koros
sejt kimutatasara is legyen képes tizezer, illetve szazezer sejt kozott.

A minimalis rezidualis betegség vizsgalata nem csak azért fontos, mert a
terapias protokollok egyre nagyobb szamaban meghatarozo tényezd, hanem azért is,
mert a betegség kimenetelének megjoéslasaban is fontos szerepe van fiiggetleniil mas
prognosztikai faktoroktol [104-111]. Az AIEOP-BMF ALL 2000 tanulmany a
klonspecifikus  génatrendezédések valos idejii PCR  (RQ-PCR) analizisét, a
BIOMED-1 tanulmany emellett a flow citometrias immunfenotipizalast és specifikus
kromoszdma transzlokacio jelenléte esetén a fuzios régid altal kodolt kiméra mRNS
expresszidjanak valds idejii kvantitativ reverz transzkripciés PCR (RQ-RT-PCR)

analizisét ajanlja az MRD monitorizalasara [52, 112-114].

1.6.1. Flow citometria (FCM)

A sejt alapti modszerek koziil a flow citometrias (FCM) immunfenotipizalas
gyors, egyszerii ¢és érzékeny modszer az MRD meghatarozasahoz [110, 111, 115]. A
modszer a leukaemias sejtek koros fenotipus expresszidjanak kimutatasan alapszik,
ami kétségteleniil sok esetben jelen van, de messze nem az Gsszes ALL-es betegnél.
Fontos, hogy a leukaemias sejtek megkiilonboztetéséhez hasznalt immunfenotipus ne
essen egybe a normal lymphoid sejtekével, figyelembe véve, hogy bizonyos
immunfenotipusok, amelyek latszolag nincsenek jelen egy egészséges donorbol
szarmaz6 csontvelOminta sejtjein, a kemoterapids kezelés utan aktivan proliferald
csontveldben mar lathatova valhatnak [116]. Az FCM megbizhatosagat befolyasolo
masik fontos tényezd a vizsgalat elvégzéséhez rendelkezésre allo sejtek szama. Ha
10.000 sejt koziil szeretnénk megtalalni 1 leukaemias sejtet, akkor legalabb 100.000
mononuclearis sejtet kell megvizsgalni, mivel minimum 10 leukaemiés talalat kell az
FCM eredmények értékeléséhez [117]. A hasznalt markereknek stabilan kell
expresszalodniuk a leukaemids sejteken, ugyanakkor a vizsgélatot végzdnek tisztaban
kell lennie azzal is, hogy a kemoterapia hatasara markerek nyerése, illetve vesztése is
elofordulhat [118]. A betegség lefolyasa soran el6fordulhat az immunfenotipus

megvaltozasa, ezért betegenként lehetdleg harom vagy anndl tobb kiilonb6zd
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leukaemia-specifikus markert kell monitorozni a fals negativ eredmények elkeriilése

érdekében.

1.6.2. Pasztazo fluoreszcens mikroszkopia (SFM)

Egy masik igéretes, bar nem széles korben elterjedt sejt alapu modszer az
MRD monitorizalasra a pasztazd fluoreszcens mikroszkopia (SFM — Scanning
Fluorescent Microscopy) [119]. SFM esetén a flow citometriaval szemben morfologiai
kontroll és morfometriai paraméterek egylittes hasznalataval torténik a vizsgalni
kivant leukaemids sejtpopulacié kivalasztasa. A konszekutiv immunfluoreszcens és
interfazis citogenetika, valamint az immunfenotipus alapjan torténd relokalizacio
révén ugyanannak a sejtnek virtualisan a feno- és genotipusa is vizsgalhat6 [120, 121].
Az immunfluoreszcens és a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) jelmintazat
automatikus szkennelése révén 10* nagysagrendii sejt vizsgalhato révid idén beliil
[122, 123]. A mikroszkopos moddszer lényege roviden, hogy specifikus fenotipus
alapjan szelektalt sejteken — in situ jelolést, valamint relokalizaciot kovetéen —
genotipus vizsgalat végezhetd, tehat egy jol koriilhatarolt fenotipushoz tartozd
genotipust lehet analizalni. Elére meghatarozott keresési kritériumok alapjan nagy
szamu sejt automatikus szkennelése torténik meg. El6szor az egyediilalld és az
Osszetapadt sejteket kell elkiiloniteni a sejtmagok morfologiai paraméterei alapjan,
majd az autofluoreszcens objektumok kizarasa torténik meg. Ezt koveti az
immunfenotipizalds, igy a konszekutiv FISH analizist csak az egyediilallo, nem
autofluoreszcens, az adott markerre nézve pozitiv sejteken értékeljiik. Tovabbi elonye
a modszernek, hogy egy citopreparatum elkészitéséhez elegendd 5x10° mononuclearis

sejt.

1.6.3. DNS alapa valos idejii PCR (RQ-PCR)

Az antigén receptor génatrendez0dések PCR vizsgalata megbizhat6, pontos és
a gyerekkori ALL esetek dontd tobbségében hasznalhaté modszer az MRD
monitorizalasara [124, 125]. Az immunglobulin (IG) és T-sejt receptor (TCR) gének
sejtenként egy kopidban vannak jelen, igy valds idejii PCR technika alkalmazéaséaval az

MRD igen pontos meghatarozasa valik lehetdvé [116]. A B-ALL esetek tobb mint
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90%-ban hordoznak IG nehézlanc (IGH), kb. 80%-ban TCR-6 (TCRD), kb. 50%-ban
TCR-y, illetve Ig konnyiilanc — kappa deletald elem (IGK-Kde), 46%-ban TCR-a és
29%-ban TCR-B génatrendezédéseket [37, 113]. Ugyanakkor az IG és TCR gének
masodlagos atrendezOdésen is ateshetnek, ami oligoklonalitdshoz vezet, azaz
kiilonb6z6 klonalis IG/TCR gént hordozé szubklonok alakulnak ki. B-ALL esetén az
immunglobulin nehézlanc (IGH) gén hajlamos szubklon képzddésre, az esetek akar
30-40%-aban multiplex génatrendez6dés lehet jelen [126]. El6fordulhat, hogy egyes
minor klonok rejtve maradnak a diagnodzis idején ¢és csak a betegség lefolyasa soran
valnak dominanssa és detektalhatova [127]. Ezért a nemzetkozi ajanlasok két vagy
tobb kiilonbozo atrendezddés vizsgalatat javasoljak [125]. Bar a leukaemias betegek
tobbségénél valoban lehetdség van tobb marker azonositasara, az esetek kb. 30%-aban
ezek nem mindegyike detektalhatd kell6 szenzitivitdssal [112]. Személyenként két

crer

iddigényes folyamat.

1.6.4. RNS alapu valos idejii RT-PCR

A leukaemias sejtek specifikus transzlokacio jelenléte esetén is elkiilonithetok
a normal sejtektdl, mivel a fuzids gének aberrans MRNS expresszidjat eredményezik.
A modszer elénye a szenzitivitas mellett, hogy a molekularis eltérés és a leukaemias
klon kozott szoros kapcesolat van, mely fliggetlen a terapia vagy klonszelekcio hatasara
bekovetkez6 sejtszintli valtozasoktol [116]. Ugyanakkor kromoszéma transzlokaciok a
gyerekkori ALL esetek csak kb. 30-40%-aban vannak jelen. Fontos tudni azt is, hogy
a fuzids gén termékek csak leukaemia és nem betegspecifikusak, ami egy esetleges
kereszt-kontaminacio és az ebbdl szarmazo fals pozitiv eredmények felismerését igen
megneheziti [128]. Szintén a moddszer hatranyai kozé tartozik, hogy a leukaemias
sejtek szama nem adhaté meg pontosan, mivel a leukaemias sejtekben 1évo

transzkriptumok szama betegrol betegre valtozik azonos ALL altipus esetén is [129].
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2. Célkitiizések

1.

A t(12;21) pozitiv pALL esetek azonositisa a Pécsi Tudomanyegyetem

Pathologiai Intézetébe érkez6 csontveld mintak koziil RT-PCR-rel.

A t(12;21) pozitiv eseteknél klonalis génatrendezddések azonositasa,

klonspecifikus primerek tervezése.

A minimalis rezidudlis betegség vizsgéalata a fenti pALL esetek kovetéses
mintain

a. RNS alapu RQ-RT-PCR modszerrel,

b. DNS alapi RQ-PCR médszerrel,

c. sejt alapt SFM modszerrel.

Az egyes lépések gyakorlati nehézségeinek ismertetése konkrét példakkal

szemléltetve.

A valos idejii PCR reakcioval mért RNS és DNS alapt MRD eredmények

Osszehasonlitasa, az esetleges eltérések lehetséges okainak feltarasa.

A valos ideji PCR reakcioval mért RNS és DNS alapt MRD eredmények
Osszehasonlitasa a sejt alapu, kombinalt feno- és genotipus vizsgalaton alapulo
pasztazod fluoreszcens mikroszkopia soran mért eredményekkel, az esetleges

eltérések lehetséges okainak feltarasa.

Tobb klonnal rendelkezd beteg esetének bemutatésa.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Mintak

A vizsgéalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Patholdgiai Intézetében
diagnosztizalt, acut lymphoblastos leukaemiaban szenvedd gyermekek csontveld
mintain végeztik el. A betegség diagnozisanak felallitisa a WHO 2008 [39] altal
rogzitett diagnosztikus elvek alapjan tortént. Precursor B-ALL fenndlldsa esetén
eldszor a t(12;21) pozitiv betegcsoportot azonositottuk, majd az ¢ mintaikon végeztiik
el a tovabbi vizsgalatokat. A protokollnak megfeleléen a kovetéses mintdk a
kovetkezé idépontokban érkeztek: a 15. napon (d15), az indukcids blokk végén a
33. napon (d33), a Protokoll M/konszolidacios blokk elején a 12. héten (w12), a kés6i
reintenzifikacio el6tt az 5. honapban (mb5) és a teljes kezelés (fél év intenziv + masfél
¢év fenntartd terapia) végén. Relapszus esetén a folyamat kezd6dott el6lrl. Minden
gyermeket az ALL IC-BFM 2002 protokoll szerint kezeltek [86]. A vizsgalatok

elvégzéséhez sziikséges irdsos beleegyezést a gyermekek sziilei megadtak.

3.2. DNS és RNS extrakcio

A mononucledris (MNC) csontveli sejteket Ficoll-Paque™ PLUS (Amersham
Biosciences AB, Uppsala, Sweden) siiriiség gradiens centrifugélassal valasztottuk el
egymastol és a sejteket -70 °C-on taroltuk. 5x10° sejtet citospin preparatumok
készitéséhez hasznaltunk [120, 130]. A DNS-t friss vagy fagyasztott 1x10" MNC-bl
izolaltuk QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN GmBH, Hilden, Germany)
segitségével a gyartd utasitasai szerint. A teljes RNS-t friss 2x10" mononuclearis
sejtbol nyertiik ki TRIzol® reagens (Invitrogen Life Technologies Ltd, Paisley, UK)
260 nm-en mértiikk spektrofotométerrel (NanoDrop ND-100 Spectrophotometer,
NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA).
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3.3.1(12;21) RT-PCR

A reverz transzkripcié és a nested PCR elvégzéséhez az irodalomban leirt
primereket és protokollt hasznaltuk [115]. Pozitiv kontrollként a t(12;21)(p13;q22)
transzlokaciot hordozo REH sejtvonalat (DSMZ GmBH, Braunschweig, Germany),
negativ kontrollként a K562 (DSMZ GmBH) sejtvonalat hasznaltuk. Az RNS
reakciot iCycler tipusti thermocycler késziilékben (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA) végeztiink el. A termékeket 2%-os agaroz gélelektroforézissel

azonositottuk.

3.4.1(12;21) RQ-RT-PCR

A t(12;21) pozitiv betegektdl szdrmazd RNS 1 pg-javal RT-PCR-t végeztiink
1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (F. Hoffmann-La Roche AG,
Basel, Switzerland) felhasznalasaval. Ezt kévetden a c¢DNS-t LightCycler® rapid
thermal cycler rendszerben amplifikaltuk. Az ETV6/RUNX1 fuzios terméket
fluoreszcens hibridizaciés probak segitségével detektaltuk [132]. A PCR-t a
LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Probes (F. Hoffmann-La Roche
AG) kit segitségével hajtottuk végre a gyarto utasitasainak megfelelden.

A kezdeti denaturalas utan (95°C, 10 perc) 50 ciklusbol all6 denaturalas (95°C,
10 sec), annealing (57°C, 5 sec) és extenzio (72°C, 10 sec) kovetkezett, amit az
olvadasi gorbe analizis és a hiités (40°C, 1 perc) kovetett. Az RNS szintjét
ugyanabban a cDNS mintdban jelen 1évé human gliikk6z-6-foszfat dehidrogenaz
(G6PDH) RNS szintjével normalizaltuk a LightCycler® h-G6PDH Housekeeping
Gene Set (F. Hoffmann-La Roche AG) segitségével.

3.5. IGH, IGK-Kde és TCRD PCR

A monoklondlis Ig nehézlanc (IGH), Ig konnylilanc — kappa deletdld elem
(IGK-Kde) és T-sejt receptor-6 (TCRD) génatrendezddéseket csaladspecifikus

30



primerek felhasznalasaval PCR ¢és heteroduplex analizis segitségével azonositottuk
[113, 133, 134]. Negativ kontrollként 5 egészséges donor periférias vér (PB)
mintajabol izolalt MNC keveréke szolgalt, pozitiv kontrollnak a REH sejtvonalat
hasznaltuk (DSMZ GmBH). A PCR reakcidkat iCycler tipusu thermocycler
késziilékben (Bio-Rad Laboratories Inc.) végeztiik el 200 uM dNTP (Invitrogen Life
Technologies Ltd), 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH: 8.3), 2,0 mM MgCl,, 20 pmol
minden egyes primerbdl és 1,5 U Taq DNS polimeraz (Sigma-Aldrich Corp., St Louis,
MO, USA) jelenlétében. A kezdeti denaturalast (94°C, 5 perc) 40 ciklus denaturalas
(94°C, 1 perc), annealing (60°C, 1 perc) és extenzié (72°C, 1 perc), majd a végsd
elongaci6 (72°C, 10 perc) és heteroduplex analizis kovette. A heteroduplex analizis

soran a PCR termékeket 94°C-on 5 percig denaturaljuk, majd renaturaciot (4°C,

60 perc) kovetden gélelektroforézist végziink (6. abra) [134].

6. abra. Immunglobulin nehézlanc génatrendezodés vizsgalat csaladspecifikus VH és
konszenzus JH primerekkel.
Jelen esetben poliakrilamid gélelektroforézist kdvetéen a VH2 csaladba tartozo primerrel

latunk monoklonalitast. M — molekulastly marker.
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A heteroduplex analizis soran a keletkezett DNS homo-, illetve heteroduplexek
az eltéré konformaciojuk miatt mas-mas elektroforetikus mobilitassal rendelkeznek. A
modszer segitségével elkiilonithetok a klonalis génatrendezddés soran keletkezett €s
homoduplexet képzé6 PCR termékek a reaktiv poliklondlis hattér amplifikaciojabol
szarmazo heteroduplex termékektdl. A PCR termékeket a méretiik alapjan 6%-0S
(IGK-Kde) vagy 8%-os (IGH, TCRD) poliakrilamid gélelektroforézissel (260V,
90 perc) valasztottuk szét és 0,5 pg/ml etidium-bromiddal tettiik lathatova.

Klonalis génatrendez3dés esetén a DNS terméket kivagtuk és GenElute™ Gel
Extraction Kit (Sigma-Aldrich Corp.) hasznalataval visszanyertiik a gélbdl. Ezt
kovetéen fluoreszcens szekvenalast végeztiink BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitsé¢gével ABI automata
szekvenalon (Applied Biosystems) a gyartd utasitdsainak megfelelden. A szekvenalast
az esetleges gépi leolvasasi hibak elkeriilése miatt mindkét iranybol elvégeztiik
(7. abra).

Model 3100 2_20040303_G06_59-04-VH1_3.ab1 Signal G:834 A:743 T:723 C:564 Page 1 of2
Version 3.7 LaszloR-Path DT3100POP8&(BD}v2.mob Sun, Mar 07, 2004 1:30 PM
Basecaller-3100APOPBR59-04-VH1 Avant Fri, Mar 05, 2004 2:28 PM
BC 1.5.0.0 Cap3 Points 1332 to 11200 Pk 1 Loc: 1332 Spacing: 10.24{10.24}
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Model 3100 1_20040303_H06_58-04-JH_4.ab1 Signal G:1833 A:1288 T:1712 C:1108 Page 10f2
Version 3.7 LaszloR-Path DT3100POP8{BD}v2.mob Sun, Mar 07, 2004 1:35 PM
Basecaller-3100APOPBR59-04-JH Avant Thu, Mar 04, 2004 8:45 PM
BC 1.5.0.0 Cap4 Points 1278 to 11200 Pk 1 Loc: 1278 Spacing: 10.04{10.04}
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7. abra. A #3 betegnél azonositott monoklonalis IGH génatrendez6dés Kkétiranyu
szekvenalasa.
Az A. abran a forward V, a B. abran a reverz J primer iranyabodl lathato a szekvenalas

eredménye, utobbi esetben a komplementer bazissorend olvashato le.

Az immunglobulin és az immunglobulin szupergéncsaladba tartoz6 TCR
gének az un. V(D)J-rekombinacio eredményeként jonnek 1étre germline variabilis (V),
diverzitas (D) és kapcsolodasi (J — joining) génszegmensekbdl (8. abra) [135]. Ez az
atrendezddés csak a B- és a T-sejtekben megy végbe, a tobbi sejtben az atrendezddés
nélkiili germline allapot marad fenn. A géndiverzitds ndvelésében a V, (D), J gének
nagy szama ¢s az ebbdl fakaddo kombinacios lehet6ségek mellett nukleotidok
inszercidja és delécidja is szerepet jatszik. A tobb enzim részvételével zajlo V(D)J
rekombinacio kozben a TdT enzim a germline templattol fliggetleniil nukleotidokat
(N) kapcsol az 6sszekapcsolodo D-J, illetve a V-DJ szakaszok kozotti DNS lanchoz,
emellett germline kodolt specialis palindroma (P) nukleotidok addicidja is

megtorténhet [136]. Leukaemiak esetén a monoklonalitas miatt felszaporodd, azonos
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klonspecifikus primert.

VH1 VH2 VH3 VHn DH1 DH2 DHn JH1 JH2 JHn Konstans

P YT

VH1 VH2 VH3 VHn DH1 DH2JH1 JH2 JHn Konstans

VH1 VH2DH2JH1 JH2 JHn Konstans

8. abra. Az immunglobulin nehézlanc génatrendezddés leegyszerisitett folyamata.

A kiilonb6zé kromoszémakon taldlhatdé immunglobulin génrégiokban a varidbilis és a
konstans géneket nem kodold DNS szakaszok valasztjak el egymastol. A B-sejtekben az IG
génatrendezddés elsd 1épése a nehézlanc génekben zajlik le: véletlenszertien egy D-régio
kozel keriil egy J-génhez és a koztiikk 1évé DNS-szakasz deletalodik. Ezt kovetden a kialakult
DJ-komplex ¢és egy V-gén kozott torténik rekombinacid, majd a kdztes DNS szakasz delécidja
utan kialakul a VDJ komplex. A transzkripciot kovetden a varidbilis és konstans régio kozti
intron szakasz splicingja, illetve egyéb érési folyamatok utan 1étrejon a transzlaciora kész érett
mRNS. A konnytildnc és a TCRD gének esetén hasonld mddon zajlik a génatrendezdés

folyamata, de elobbiek nem tartalmaznak D szegmenseket.

A 7. abrarol leolvasott szekvenciaban a germline V, D és J génszegmenseket a
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [137] és az IMGT (www.imgt.org)

[138] online szekvencia azonosito szoftverek segitségével hataroztuk meg (9. abra).
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4. Results of IMGT/JunctionAnalysis
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9. dbra. A germline gének meghatarozdsa a BLAST és IMGT szekvencia azonosito

szoftverrel.
A 7. abrarol leolvasott szekvencidban a IGHV1-17, az IGHD5-18 és az IGHJ5 csaladba

tartozo germline géneket azonositottunk.

A germline génszakaszok azonositasa utan klonspecifikus primert terveztiink a
junkcionalis régiora (10. abra). Bar a primer tervezésben segitségiinkre volt az Oligo 6
Primer Analysis Software (Molecular Biology Insights Inc., Cascade, CO, USA) a
tervezés soran szdmos problémat kellett megoldanunk. Mivel a konstans reverz
primerek adott Tm értékkel (melting point — olvadaspont) rendelkeztek, ehhez kellett
igazitanunk a tervezett primerekét is. Ahogy a 10. abran is lathato, a klonspecifikus

régid gyakran csak néhany bazispar hosszusagu, ami nehézzé teszi specifikus primer
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tervezésést. Ugyanakkor ez a régio gyakran G-C nukleotidokban gazdag, ami harom
hidrogén-kotés révén erdsebb kapcsolatot jelent az A-T nukleotidok két hidrogén-

kotésével szemben, ezaltal jelentdsen emelkedik az olvadéaspont.

TCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGCGTCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCCA
GGCTTCCAGATACACCTTCACCAAATACTTTACACAGTGGGTGCGACAGG
GCCCTGGACAAGGGCATAGTGGTTGGGATGCATCAACCCTTACAATGATA
ACACACACTACGCACAGAAGTTCCGGGGCAGAGTCACCATTACCAGTGAC
AGGTCCGTGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAAGA
CATGGTCGTGTATTCCTGTGTGAGAGATTCGGG TACAGCAACTGGTTCG
ACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT

10. abra. A 7. abrarol leolvashato szekvencia.

Feketével az IGHV 1, kékkel az IGHJ5 régidt, alahtizassal a forward és reverz primereket, zold
szinnel az IGHDS5 gént jeloltiik. Pirossal a 9. abra alapjan azonositott junkcionalis régiot
emeltiik ki, melyre a dupla alahuzassal jelzett klonspecifikus primert terveztilk. A csillag
jelolés az IGHD szakaszban 1évé mutaciot jelzi, a germline gén a jelzett pozicioban adenint

tartalmaz.

Tl révid primer esetén nd a nem megfeleld helyre vald kotddés esélye, mig tal
nagy bazisszam esetén a primer rendelés koltségei novekednek meg, valamint szintén
né a nem specifikus kapcsolodas valdszinlisége. A tervezés soran a primeren beliil
kialakul6 hélix képz6dést, a primer sajat magahoz és a probahoz valo kapcsolodasat is

vizsgaltuk, a kozottiik kialakulo hidrogén-kotések szamat probaltuk minimalizalni.

3.6. IGH, IGK-Kde és TCRD RQ-PCR

A valos idejii PCR reakciokat LightCycler™ rapid thermal cycler rendszer (F.
Hoffmann-La Roche AG) segitségével végeztiik el az irodalomban megadott germline
reverz primerekkel és probakkal [139-141], valamint az altalunk tervezett forward, a
junkcionalis régiora specifikus primerekkel. A termékeket kettés jelolésti fluoreszcens
TagMan probak segitségével detektaltuk. A probak 5’-végén FAM-ot hasznéaltunk
reporter festékként, a 3°-végiikon pedig TAMRA-t, mint quenchert. Normal MNC-bdl
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szarmaz6 DNS-t ill. steril vizet hasznaltunk negativ kontrollként. Az RQ-PCR
reakciokat 20 ul ossztérfogat reakciodelegyben végeztiik el 200 uM dNTP, 50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI (pH: 8.3), 3,0-4,0 mM MgCl,, 20 pmol minden egyes
primerbd6l, 2 pmol a probakbol és 1,5 U FastStart Taq DNS polimeraz (F. Hoffmann-
La Roche AG) jelenlétében. A kezdeti denaturalast (95°C, 10 perc) 50 ciklus
denaturalas (95°C, 30 sec), annealing és extenzi6 (62°C, 1 perc), végiil a hiités (40 °C,
1 perc) kovette. A reakcio érzékenységét ugy allapitottuk meg, hogy a diagnosztikus
DNS-b6l higitasi sort készitettink az MNC-bdl szarmaz6 negativ kontrollba, az

érzékenységet a legkisebb, de még pozitiv reakciot ado higitas adta meg (11. abra).

|_P..] Name |_Standard... | Calculate... | Cros.. | Step 1: Baseline | Step 2 Analysis
246/040H4 0000E+00 2280 [
10:246/041H4 0000E+00 2692 ]
100x246/04)H4 0.000E+00  29.28 384
1000x246/04JH4 0.000E+00 3283 354
10000x246/04JH4 0,000 +00 4
100000x246/04JH4 0,000 +00
1000004246:/04JH4 0.000E +00
277404

Fluorescence [F1/F2)

<0.000E+00  »46.00
negaliv 0.000E+00

iz

246/04 0.000E+00
277104 0.000E+00
306/04 (1.000E+00
393/04 0.000E+00
200 albumin 2.000E+02  0.000E+00
200 albumin 0.000E+00
iz

0 35
Cycle Humber

11. abra. A kezeletlen minta DNS-ébdl készitett higitasi sor segitségével hataroztuk

meg a reakcio érzékenységét, mely jelen esetben 10 volt.
Az albumin gént hasznaltuk a mintdk kozotti mennyiségi és mindségi kiillonbségek

korrigalasahoz [142]. Standard gorbéket a Human Genom Albumin (F. Hoffmann-
La Roche AG) vizben torténd tizszeres higitasi sorabol nyertiink (12. abra).
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12. abra. A Human Genom Albumin (F. Hoffmann-La Roche AG) vizben torténd
tizszeres higitasi sora és az ennek segitségével kapott standard gorbe.
Az albumin gént a DNS mintak kozotti mennyiségi €s mindségi kiillonbségek korrigalasahoz

hasznaltuk.

3.7. Immuncitokémiai preparatumok

Az SFM vizsgalatok elvégzéséhez eldszor citologiai preparatumokat
készitettiink. Szilanizalt targylemezek 240 mmP-es teriiletére 5x10° mosott, majd
RPMI 1640 oldatban (Sigma-Aldrich Corp.) felvett mononuclearis sejtkeverékbdl
citospin preparatumokat készitettiink (Hettich citocentrifuga, Tuttlingen, Germany).
Ezt kovetden a lemezeket levegén szaritottuk, majd 4°C-on 20 percig 3,7%-0S
formaldehid oldatban fixaltuk. A sejtpreparatumokat 2x5 perces, 900W mikrohullamu
kezelésnek tettiik ki 0,01 mol/L, pH 6,0 citrat pufferben, melyet PBS 6blités kovetett.
A nem specifikus kotohelyeket 1,3,5-trinitrobenzol oldattal (Boehringer Ingelheim
GmBH, Ingelheim, Germany) blokkoltuk. Primér antitestként jeldletlen egér

anti-CD10 antitestet (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK) hasznaltunk, a
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reakciot biotinilalt anti-egér antitest (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) és avidin-
FITC (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) segitségével hivtuk el6. Az
utofixalast (3,7% formaldehid, 10 perc, 4°C) detergenssel valdo mosas és etanolos
szaritas kovette. A lemezeket 0,005 pg/ml Vectashield-DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindol) oldattal (Vector Laboratories) fedtiik le.

3.8. Pasztazo fluoreszcens mikroszkopia (SFM)

Az automatizalt szkenneléshez és analizishez a 8 targylemezes motorizalt
targyasztallal, magas felbontast fekete-fehér CCD kameraval (CV-M1, JAI A/S,
Copenhagen, Denmark) felszerelt Zeiss Axioplan 2ie Mot mikroszkop allomast
hasznaltunk, melyet a Metafer 4.0 (MetaSystems GmbH, Altlussheim, Germany)
szoftver miikodtetett (képrogzités, feldolgozas, citometriai mérések). A mikroszkop
100W-os HBO Ilampaval, DAPI, FITC, SpectrumGreen ¢és SpectrumOrange
filterekkel, valamint Zeiss Fluar 10x/0,5, Plan-Neofluar 40x/0,75 objektivekkel volt
felszerelve. A sejtmagok azonositasara és a CD10 detektalasara 10x-es objektivet és a
MetaCyte szoftver modult hasznaltuk.

Autofokuszalast kovetden a rendszer DAPI csatornaban  érintkezo,
atfedésmentes képeket vett fel a preparatum teljes teriiletérdl, mindegyik elott
finomfokuszalassal. A DAPI+ objektumokat a kovetkezd paraméterek alapjan
tekintettiik sejtmagnak: hattérfestés objektum kiiszob: 18%; minimum objektum
teriilet: 20 pm?; maximum objektum teriilet: 350 um?% maximum relativ konkavités
mélység: 0,5; maximum aspektus arany: 3,5. Az objektum nélkiili, valamint a csak
részlegesen felvett DAPI objektumokat tartalmazo képeket tordltik. A sejtek
koordinatait a rendszer a késébbi relokalizacid céljabol rogzitette.

Ezutan a sejtek atlagos pixelintenzitasat mértiik fix integracios id6 (0,58 s)
mellett a CD10-FITC szignal csatornaban, DAPI objektumonként. A pixelintenzitast
kontroll csatornaban (SpectrumOrange) is mértiikk az autofluoreszcens objektumok
felismerése és kizarasa céljabol. A rendszer a DAPI, FITC és SpectrumOrange
csatornakban felvett képeket galériadban RGB (red-green-blue) formatumban is
megjelenitette az egyes csatornakban mért pixelintenzitasok eloszlasi hisztogramjaival

egyiitt. Ennek alapjan tudtuk a CD10+ sejteket elkiiloniteni a CD10-, illetve az
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autofluoreszcens objektumoktol (13. abra). A késdbbiekben elvégzett ETV6/RUNX1
IFISH jeleket csak az egyediilallo, nem autofluoreszcens, CD10+ objektumokon

vizsgaltuk.

13. abra. Fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) a CD10+ sejtek intenziv zold jelet

bocsajtanak ki, a negativ sejtekben a sejtmag hattérfestése (DAPI) lathato.

3.9. Interfazis fluoreszcens in situ hibridizacié (iFISH)

Az immuncitokémiai jel6lés utan ugyanazon a preparatumon interfazis
fluoreszcens in situ hibridizaciot (iFISH) hajtottunk végre. A feddlemezeket
0,005%-0s Tween 20/PBS oldatban aztattuk le, ezt kdvetéen PBS-ben mostuk a
preparatumokat. A lemezeket egy éjszakan at -20°C-on Carnoy-oldatban tartottuk
fixalas céljabol. Levegén szaritds utdan a mintat Vysis LSl ETV6/RUNX1
atrendezddésre specifikus fuzids, kétszinii, extraszignalos (ES) probaval jeloltik a

gyarto (Vysis Inc., Des Plaines, IL, USA) utmutatasa alapjan.
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A CD10+ sejtmagok relokalizaciojat a Metafer 4.0 szoftver segitségével
végeztiikk el a tarolt galériaképek alapjan. A relokalizalt magokat az Isis (In situ
imaging system) modul mind SpectrumGreen, mind SpectrumOrange csatornaban
(40x objektiv, 6 fokusz sik vizsgalata, sikok kozotti tavolsag 0,40 um) rogzitette. Ezt
kovetden elemeztiik a CD10+ sejtek FISH mintazatat. Negativ sejtmagokban 2 zold €s
2 piros jelet lattunk, mig a transzlokacidt hordoz6 magokban egy fzids (sarga) €s egy
extraszignal (piros) is megjelent a folyamatban részt nem vevd allélt jelzd 1-1 zold és

piros jel mellett (14. abra).

14. abra. A CD10+ sejtek relokalizacioja FISH jelolés utan.
A. A SpectrumGreen — zold jel az ETV6, mig a SpectrumOrange — piros jel a RUNX1 gének

lokalizacidjat mutatja. Normal sejtmagokban két-két kiilonalld piros és zold jel lathato, a sejt
egy normal csontveldi haematogonnak felel meg. B. A t(12;21) transzlokaciot hordozo
sejtmagokban egy sarga flzios szignal, valamint egy kisebb méretii, alacsonyabb intenzitasu

piros extraszignal figyelheté meg a piros és zold jel mellett.

Preparatumonként atlagban 27050 sejtet analizaltunk. A kombinalt médszer
szenzitivitasa 98,67%, specificitasa 99,97% volt. Ahhoz hogy egy sejtet pozitivnak
fogadjunk el kettds kritériumnak kellett teljesiilnie: mind a CD10, mind a t(12;21)
pozitivitasnak meg kellett haladnia az atlag fals pozitivitas + 2SD kiiszobértéket, mely
immunfenotipizalas esetén 0,21% + 2 x 0,15% = 0,51%, FISH genotipizalas esetén
15,8% + 2 x 0,75% = 17,30% volt [123].
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4. Eredmények

4.1. Mintak

A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetében
diagnosztizalt acut lymphoblastos leukaemias gyerekek csontveld mintain végeztiik el.
A bekiildo intézetek a Pécsi Gyermekklinika, a Szegedi Gyermekklinika, a
szombathelyi Markusovszky Egyetemi Oktatokorhaz és a Borsod-Abatj-Zemplén
Megyei Korhaz Gyermekegészségligyi Kozpont Gyermekhaematologiai  és
Csontveldtranszplantaciés Osztalya voltak. A betegség diagndzisanak felallitasa a
2008-as WHO Kklasszifikacio altal rogzitett diagnosztikus elvek alapjan tortént [39].
Az elvégzett RT-PCR vizsgalat alapjan 14 ETV6/RUNX1 transzlokaciét hordozo
prekurzor-B-ALL-es gyermeket azonositottunk, az 6 kovetéses mintaikon végeztiik el
a sejt, DNS és RNS alapu vizsgalatokat [143].

A betegek atlagéletkora a diagnozis idején 2 és 17 év kozott valtakozott, az
atlag 6,07 év, a nemek aranya 1:1 volt. A kezelési protokolloknak megfeleléen a
diagnosztikus csontveld aspiratumon kiviil a kovetkezé kovetéses idopontokban
érkeztek mintak: a 15. napon (d15) (11 minta), az indukcios blokk végén a 33. napon
(d33) (14 minta), a konszolidacidos fazis megkezdése el6tt a 12. héten (wl2)
(10 minta), valamint a késdi reintenzifikacio el6tt az 5. honapban (m5) (14 minta)
(4. tablazat). Az atlagos kovetési id6 30,5 honap (20-38 honap) volt.

Mig a terapia megkezdése eldtti diagnosztikus mintakban igen nagy szamban
voltak jelen mononuclearis sejtek, addig a terapia hatasara ezek szama a kovetéses
idépontokban mar jelentdsen lecsokkent. Sokszor a bekiildott anyag térfogata is igen
valtozo volt, melynek hatterében a csontveldvétel nehézségei allhattak. Olyan eset is
eléfordult, hogy az Osszsejtszdm nem volt elegendd mindhdrom vizsgalat
elvégzéséhez, ilyenkor mérlegelniink kellett, hogy melyik vizsgalatot részesitsiik
eldnyben. A dontés soran figyelembe vettiik, hogy optimalis esetben RNS izolalashoz
2x107, DN izolalashoz 1x10’, mig citospin preparatumok készitéséhez ezeknél joval
kevesebb, csak 5x10° sejtre van sziikség. Ugyanakkor az SFM érzékenysége
alacsonyabb, mint a masik két modszer szenzitivitdsa. Ezen szempontokat figyelembe

véve minden ilyen esetben egyedi mérlegelés alapjan dontottiink.
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Beteg Minta db szam Eletkor dg.-kor DNS marker Kovetés 2006. dec.-ig

#1 5 2 1 31 honap
#2 3 3 3 34 honap
#3 3 10 2 34 honap
#4 5 4 2 38 honap
#5 5 4 2 34 honap
#6 5 6 1 32 honap
#7 5 6 1 31 honap
#8 5 2 1 37 honap
#9 5 5 2 31 honap
#10 5 17 2 28 hénap
#11 5 8 1 27 hénap
#12 3 10 2 27 honap
#13 4 5 1 23 hénap
#14 5 3 2 20 hénap
63 6,07 30,5 hénap

4. tablazat. Az ETV6/RUNX1 transzlokaciot hordozo pALL-es betegek adatai.

A tablazatban feltiintettik a 14 beteg kovetéses mintainak darabszamat, a paciensek

diagnoziskori életkorat, a vizsgalt DNS markerek szamat és a kovetési id6 hosszat.

Az MRD szintjét a kezeletlen mintaban (ez az érték a diagnézis idején 1.0 volt)
és a kiillonbozoé kovetéses idopontokban meért specifikus target mennyiségének az
aranya hatdrozta meg, ezaltal lehetdvé valt, hogy a kiilonb6z6 moddszerekkel mért
adatokat Osszehasonlithassuk. A tumorhigulést (clearance) a specifikus target relativ
mennyiségének negativ logaritmusaként fejeztiik ki. Eredményeinket az 5. tablazatban
foglaltuk 0ssze [143]. Egy betegnél (#1) alakult ki relapszus 24 honap kovetés utan, a
#7 betegnél pedig a betegség kezdete utan 27 honappal meningealis relapszus

jelentkezett.
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Modszer

SFM 1.0 NA <3.0 16
#1 RQ-PCR 1.0 2.6 3.1 3.1
RQ-RT-PCR 0.4 3.5 3.9 5.0
SFM NA <3.0 NA <3.0
#2 RQ-PCR NA <5.0 NA <5.0
RQ-RT-PCR NA <54 NA <54
SFM NA <3.0 NA <3.0
#3 RQ-PCR NA <50 NA <5.0
RQ-RT-PCR NA <57 NA <57
SFM 2.2 2.7 NA 25
#4 RQ-PCR 2.3 4.0 <4.0 <4.0
RQ-RT-PCR 4.3 <54 <54 <54
SFM 0.9 2.3 2.1 <3.0
RQ-PCR IGH1 0.5 2.6 <4.0 <4.0
#5 RQ-PCR IGH2 0.2 3.8 <4.0 <4.0
RQ-PCR IGH3 0.6 2.4 <4.0 <4.0
RQ-RT-PCR 0.6 NA 6.1 <54
SFM 0.8 <3.0 <3.0 2.3
#6 RQ-PCR 0.9 3.2 <5.0 <5.0
RQ-RT-PCR 2.0 3.9 <57 <57
SFM 1.0 2.6 <3.0 <3.0
#7 RQ-PCR 14 3.8 45 <5.0
RQ-RT-PCR 2.3 5.1 <6.1 <6.1
SFM 2.3 NA <3.0 14
#8 RQ-PCR 2.0 3.0 3.7 <4.0
RQ-RT-PCR 2.4 4.2 6.3 5.0
SFM <3.0 NA <3.0 19
#9 RQ-PCR NA <5.0 <5.0 <5.0
RQ-RT-PCR 2.8 NA <6.1 <6.1
SFM NA <3.0 <3.0 <3.0
#10 RQ-PCR 1.7 3.4 4.4 4.4
RQ-RT-PCR NA 3.6 4.4 <4.7
SFM 1.1 <3.0 <3.0 <3.0
#11 RQ-PCR NA <3.0 <3.0 <3.0
RQ-RT-PCR 1.6 5.3 <54 <54
SFM NA <3.0 NA <3.0
#12 RQ-PCR NA 2.5 NA 4.0
RQ-RT-PCR NA 4.6 NA <4.7
SFM 2.2 <3.0 NA <3.0
#13 RQ-PCR 0.9 <40 NA <4.0
RQ-RT-PCR NA <50 NA <5.0
SFM NA NA NA <3.0
#14 RQ-PCR 1.2 <40 <4.0 <4.0
RQ-RT-PCR NA <5.0 <5.0 <5.0

5. tablazat. A sejt, DNS és RNS alapia MRD eredmények.
A tumorhigulast az adott target relativ mennyiségének negativ logaritmusaként fejeztiik ki.

NA — nincs adat



4.2. Az RQ-PCR és RQ-RT-PCR adatok 6sszehasonlitasa

A DNS alapat RQ-PCR moédszerrel minden betegnél sikeriilt klonalis
génatrendezddést azonositanunk. Hat esetben egy, hét esetben kettd, egy esetben
harom klonalis markert talaltunk. Ha ugyanannak a mintdnak a vizsgalata soran két
vagy tobb fliggetlen DNS-markerrel kiillonb6z6 MRD szintet kaptunk, akkor a
legmagasabb értéket vettiik figyelembe.

Az ETV6-RUNX1 mRNS relativ mennyisége a diagnézis idején nagyfoku
variabilitast mutatott, az atlag érték 4,59 (0,51-12,77) volt. A két kiilonb6zo
modszerrel mért tumor clearance dsszehasonlitasakor a legalabb egy nagysagrendbeli
eltérést vettiik kiilonbségnek. Hatbol két esetben lattuk ekkora kiilonbséget d15 esetén
(5. tablazat). Mindkét esetben az RQ-RT-PCR eredmény a leukaemids sejtek nagyobb
redukcidjat mutatta és a #4 beteg esetében a kiilonbség a kovetkezé idépontban is
fennallt. Kiilonbség d33 esetén 12-b6l 3 betegnél jelentkezett, minden esetben az
expresszié alaptt modszerrel mértiink alacsonyabb értéket. Két esetben (#7 és #8) a
kiilonbség w12 esetén is jelen volt. Szintén az RNS alapti moédszerrel talaltunk
nagyobb tumor diliciét 14-bdl 3 esetben az m5 iddpontban. Osszességében 42-bol
10 esetben (24%) talaltunk legalabb egy nagysagrendbeli kiilonbséget és minden
esetben az RNS alapu mddszerrel mértiink alacsonyabb MRD szintet.

A kezelésre adott valasz konnyebb attekinthetosége érdekében a betegek MRD
értékeit RQ-PCR és RQ-RT-PCR esetén 4 csoportba osztottuk: MRD>10 (MRD 1),
MRD 10?% — 10 kozott (MRD II), MRD 107 to 10 kézott (MRD III) és MRD
kevesebb, mint 10 vagy nem detektalhato (MRD IV) (15. 4bra). Feltiing a kiilonbség
a DNS ill. RNS alapti modszerrel mért MRD eredmények kozott d15 esetén: MRD 1
kategoriaba 78% vs 50%, MRD II kategoriaba 22% vs 37,5% esett. Habar ezen
idépontokban minden betegnél detektalhato volt az MRD, egy esetben (#4) a betegség
szintie 10” ald csokkent RQ-RT-PCR-rel, mig RQ-PCR-rel nem. Szamottev
kiilonbség adodik akkor is, ha az MRD IV-es csoportba tartozo adatok szézalékos
eloszlasat vizsgaljuk a kovetés fliggvényében. Senki sem tartozott ebbe a csoportba
d15 esetén DNS alapu moédszerrel, mig RNS alapunal 12,5%. A kdvetkezd idépontban
az ide tartozo betegek aranya RQ-RT-PCR-rel csaknem duplaja az RQ-PCR-rel
mértnek (75% vs 43%) és ez a kiilonbség, bar csokken, de a megfigyelési periddus

teljes egészében jelen van az RNS gyorsabb clearance-ét mutatva.
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15. abra. Az egyes MRD tartomanyokba esd betegek szdzalékos megoszlasa RQ-PCR
¢s RQ-RT-PCR esetén.

A betegek MRD értékeit RQ-PCR és RQ-RT-PCR esetén 4 csoportba osztottuk: MRD>10"
(MRD 1), MRD 107 — 10? k6z6tt (MRD 1II), MRD 10° — 10 kézott (MRD III) és MRD
kevesebb, mint 10" vagy nem detektalhat6 (MRD IV). A: RQ-PCR. B: RQ-RT-PCR.
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Az RQ-PCR ¢és RQ-RT-PCR moédszerekkel mért adatok alapjan a kiillonbozo
MRD kategoriakba esd betegek szazalékos ardnyat a 6. tablazatban foglaltuk 6ssze. A
DNS alapti adatokkal Gsszehasonlitva egyértelmiien az RNS nagyobb és gyorsabb

higuléasa lathat6 a kovetés alatt.

Kategbria MRIZ? d15 d33 wi2 m5
tartomany ~ DNS/RNS DNS/RNS DNS/RNS DNS/RNS
MRD I MRD>10" 78150 0/0 0/0 0/0
MRD Il 10°>MRD>10° 22/375 21/0 0/0 0/0
MRD Il 10°>MRD>10" 0/0 36 /25 20/ 10 710
MRD IV MRD<10™ 0/125 43/75 80/90 93/100

6. tablazat. Az adott MRD kategoridba esd betegek szizalékos aranya a kiilonbdzd

kovetéses idopontokban RQ-PCR ¢és RQ-RT-PCR moédszerekkel mérve.

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

A terapia megkezdése eldtt a CD10 és FISH pozitiv sejtek atlagban 82,88%-at
tették ki a mononuclearis csontveldi sejteknek. Az SFM modszer fals pozitivitasa
(3x10™) és az altalunk meghtizott pozitivitasi kiiszob érték miatt (atlag+2SD = 9x10™)
a sejt, DNS és RNS alapii modszereket 107 és 10° MRD értékeken hasonlitottuk
5ssze. 107 hatarnal d33 esetén az Ssszes beteg negativnak bizonyult mindharom
modszerrel (5. tablazat), mig 107 értéknél ez csak az RNS alapti modszerre volt igaz
(16. abra). Ugyanezen az MRD szinten, de DNS alapt vizsgalattal csak w12 id6pontra
érte el az Osszes beteg a negativ tartomanyt. Mig az RNS és DNS alapu modszerekkel
10° MRD szinten d33, illetve w12 id8pontra az Ssszes beteg negativ lett, ezzel
szemben a betegek egy részénél a 107 feletti rezidualis betegség SFM modszerrel nem
csokkent zérova. Sot, ezzel a mddszerrel és ebben az MRD tartomanyban az MRD
pozitiv betegek aranya 13%-16l 36%-ra novekedett w12 és m5 kozott, mig a masik két

modszerrel nem volt detelktalhatd reziduum.
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10-3-nal nagyobb MRD-vel rendelkezé betegek aranya

—a—RQ-PCR —=—RQ-RT-PCR

16. abra. A 107-nal nagyobb MRD-vel rendelkezd betegek szazalékos aradnya
RQ-PCR, RQ-RT-PCR és SFM moddszerekkel.

A betegek ezen csoportja m5 idépontban atlagosan kisebb tumor dilcios
faktorral rendelkezett (1.9, tartomany: 1.4 — 2.5) a wl2-nél latott értékkel (2.1)
Osszehasonlitva. A konkrét eseteket megnézve (5. tablazat) azt latjuk, hogy az m5
idépontban SFM-mel kimutathaté reziduummal rendelkezd betegek koziil kettonél
(#1 és #4) 1.5 log, harom esetben (#6, #8 és #9) 2.6-3.1 log kiilonbség adodott a DNS
adatokkal Osszehasonlitva, mig 2.9-4.2 nagysagrenddel magasabb volt a reziduum
RNS-sel dsszehasonlitva. Osszegezve, a DNS-RNS, illetve az SFM-mel mért target
értekek kozott 1.5-4.2 log kiilonbség adddott a 14-bdl 5 betegnél mS idépontban.

Ha SFM modszerrel rezidualis leukaemias sejteket mutattunk volna ki, akkor
azokat az RNS ¢és DNS alapt moddszerekkel is detektalnunk kellett volna, hiszen a
PCR alapt technikdk magasabb szenzitivitassal rendelkeznek. Ugyanakkor egy a
transzlokaciét hordozd, de még germline antigén receptor génnel rendelkezd, RNS-t
nem expresszald preleukaemids sejt a PCR alapt modszerekkel nem detektalhato, mig
SFM-mel igen. A FISH jelmintazat alapjan interfazis citogenetikai bizonyitékunk van
arra, hogy az 5 betegnél wi12 és m5 idépontokban az SFM modszerrel észlelt, dupla

CD10-iFISH pozitiv sejtek valoban leukaemia prekurzor sejtek és nem rezidualis

48



tumorsejtek (17. abra). Ahhoz, hogy a t(12;21)+ pALL kialakuljon, az in utero
1étrejovo monoallélikus atrendezddéshez postnatalisan masodlagos aberracio 1étrejotte
sziikséges. Ez 75%-ban a normal ETV6 delécidja, mely a heterozigdtasag elvesztését
(LOH — loss of heterozygosity) eredményezi vagy a faziés gén duplikacidja. A
kérdéses 5 beteg kezeletlen mintaiban komplex citogenetikai eltérések voltak
észlelhetok: 3/5-ben atrendez6dés és a normal ETV6 delécioja, 1/5-ben dupla faziods
gén ¢s 1/5-ben az el6z0 két variaciot felvaltva hordozod szubklonok voltak
azonosithatéak. Ezzel szemben ezen betegek d33 utani kdvetési mintaiban a CD10+
sejtekben csak 1 fuzié és a megtartott ETV6 ill. RUNX1 allélok voltak jelen, mely nem

leukaemias, hanem leukaemia prekurzor sejtre utal (17. abra).

17. abra. CD10 pozitiv sejtek iFISH mintazata az ETV6/RUNXL transzlokaciora
specifikus fazios, kétszinii, extraszignalos probaval.

A. Egy normal csontveldi haematogonban transzlokacido nincs jelen, a homolog
kromoszomaparoknak megfeleléen 2 piros és 2 zold jel lathaté. B. Primordialis/prekurzor
leukaemias sejtben a monoallélikus t(12;21) atrendez6désnek megfeleléen 1 sarga fuzids,
1+1ES piros és 1 zold jelet latunk. C. Leukaemias sejtekben a monoallélikus atrendezédés
mellett a normal ETV6 delécidja kovetkeztében a zold jel hianyzik, 1fazids sarga és 1+1ES
piros szignal D. vagy a fuzids gén duplikacidja kovetkeztében 2 fuzios sarga, 1+1ES piros €s

1 z6ld jel figyelheté meg. (Sajat vizsgalat, nem publikalt abra.)
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4.4. Tobb klonnal rendelkezd beteg vizsgalata

A kloénspecifikus DNS alapia RQ-PCR-ral azonositottunk egy tobb klonnal
rendelkez6 beteget is, akinél a leukaemias klonok eltéré viselkedését is sikeriilt
kimutatnunk. A multiplex IGH PCR reakcio soran a 14-bdl 1 esetben (#5) 3 klonalis
génatrendezddést talaltunk harom kiilonbozé Vy géncsaladbol. Az egyes klonok
szekvenalasa ezt megerdsitette ¢s a kovetkezd germline géneket taldltuk: VH3-30,
DH6-13, JH4 (IGH1); VH4-31, DH6-13, JH4 (IGH2); VH1-3 DH3-9, JH6 (IGH3). A
harombol két klon jelenléte a leukaemids sejtek CD10 és CD34 expresszidjanak flow

citometrias fenotipizalasa alapjan is sejthet6 volt (18. abra).

w
3 2
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o
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CD10 FITC

18. abra. Az #5 beteg diagnosztikus csontveld mintajanak flow citometrias
fenotipizalasa.
A CDI10 és CD34 pozitiv blastok az intenzitasbeli kiilonbség alapjan két populéciora
kiilonithetok el.

A tumor clearance klonspecifikus DNS alapu RQ-PCR vizsgalatakor a
kiilonboz6 klonok eltérd viselkedését is sikeriilt kimutatnunk (19. abra). Habar egyik
klén esetén sem volt detektdlhato MRD érték w12 és m5 esetén, d33 iddpontban

1.4 log kiilonbségig terjed6 kiilonb6z6é tumorhigulast mértiink (5. tablazat).
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Feltételezziik, hogy ez a szignifikans kiilonbség az egyik ill. a masik két klon kozott a
késobbi kovetési idopontokban is fennallt, csak a céltarget olyan alacsony

mennyiségben volt jelen, hogy az meghaladta az RQ-PCR modszer szenzitivitasat.

Step 1: Baselne | Siep 2 Anaiysis | Step 1: Baseins | Step 2 Anabis |
Bes—

A. —— M s

-
24.46 33.48
B T T

Cyche Mumber

Tobb immunglobulin klonnal rendelkezo beteg (#5)

1,00E+00
1,00E-01
1,00E-02
1,00E-03
1,00E-04

1,00E-05
d15 d33 wl2 m5

IGH1 —A—|GH2 ——|GH3 ——Kde

19. abra. Az #5 betegnél az immunglobulin nehézlanc gén klonspecifikus RQ-PCR
vizsgalata sordn kiilonb6zé higuldst mutatd leukaemias klonok jelenlétét sikertiilt
kimutatni.

Az A. és a B. abran az RQ-PCR reakcio gorbéi lathatok a két eltérd viselkedésti IGHI és
IGH2 klon esetén. A C. abran a 3 immunglobulin klon és a KDE higulasat abrazoltuk, jol

lathato, hogy IGH2 esetén a masik harom markertdl eltér6 clearance van jelen.
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5. Diszkusszio

A gyermekkori acut lymphoblastos leukaemia kezelése igazi sikertorténet, a
betegség 5 éves tulélése az utdbbi néhany évtized alatt alig 10%-r6l napjainkra
85-90%-ra emelkedett [85, 86]. A kezelés nemzetk6zi protokollok ajanlasai szerint
torténik, melyhez a betegeket standard, kozepes €és magas rizikdju csoportokba
soroljak [86]. A tulélés tovabbi javitasa mellett a terapia célja a kiilonbozo
prognosztikai  faktorok figyelembevételével a  rizikdhoz-igazitott  kezelés
meghatarozasa, igy példaul egy magas rizik6ju betegnél egy késodbbi relapszus esetleg
megel6zhetd agresszivebb terapia alkalmazasaval.

Az életkor, a kiindulasi fehérvérsejtszam, a korai prednizolon vélasz, a
kiilonboz6 szambeli és strukturalis kromoszoéma rendellenességek mellett a minimalis
rezidudlis betegség vizsgalatdnak is fontos szerepe van a prognozis meghatarozasaban.
Az MRD vizsgalatok f6 célja tehat, hogy azonositsuk azokat a betegeket, akiknél
relapszus kovetkezhet be, annak ellenére, hogy a jo vagy kdzepes prognosztikai
csoportba tartoznak, illetve azokat, akik elvileg magas rizikoval rendelkeznek, de
esetleg kevésbé agressziv terapiaval is kezelhet6k lennének [108, 109].

Az MRD detektalasara a klonspecifikus génatrendez6dések DNS alapt
RQ-PCR vizsgalatat [113], a kiillonbozé kromoszoma transzlokaciok soran létrejovo
kiméra mRNS expresszidjanak RQ-RT-PCR vizsgalatat [52] és a flow citometrias
immunfenotipizalast hasznaljak [114]. Amellett, hogy mindharom moddszernek
ismertek az el6nyei és a hatranyai [110, 144-147], az egyes technikdk eltérd
szenzitivitassal is rendelkeznek (10* — 10°, 10* — 107°, illetve 10° — 10™). A
kiilonb6zé moddszerekkel kapott eredmények Osszehasonlitdsat az adatok eltérd
bioldgiai jelentése tovabb neheziti.

A nagy szdmu normal sejt kozott megbivo malignus sejtek detektalasara
alkalmas modszer a pasztazo fluoreszcens mikroszkopia is [130, 148]. Mivel az SFM
mind a feno-, mind a genotipus vizsgalatara alkalmas in situ sejt alapt technika, ezért
a flow citometria helyett ezt a modszert hasznaltuk az MRD detektalasara, az
eredményeket pedig 6sszehasonlitottuk a DNS és RNS alapt adatokkal.

A vizsgalatainkat a pALL esetek kb. 25%-at kitevé t(12;21) transzlokaciot

hordozd, ujabban az érdeklddés kozéppontjaba keriild alcsoportjan végeztiik el. Mig
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korabban arr6l szamoltak be, hogy az ETV6/RUNX1 transzlokaciot hordozo esetek
kedvezd kimeneteliieck, mas tanulmanyok a relapszusok eléfordulési aranya miatt ezt
kétségbe vontak [70-76]. Ezen ellentmondasos adatok miatt valasztottuk ki ezt az
alcsoportot az MRD vizsgalatok elvégzéséhez. Felmeriilt a kérdés, hogy a sejt, DNS
¢s RNS alapt, vagyis a harom kiilonb6ozé targettal rendelkezé modszerrel
kimutathat6-e valamilyen heterogenitas ebben a betegségcsoportban, amely
megmagyarazza az eltérd irodalmi eredményeket.

A ETV6/RUNX1 pozitiv betegek RQ-PCR ¢és RQ-RT-PCR-rel mért MRD
adatainak Osszehasonlitasaval csak néhany tanulmany foglalkozik [131, 149, 150]. A
DNS ¢és az RNS alapt MRD mérések kozott tobb mint egy, vagy akar két
nagysagrendbeli kiilonbségrdl tobb munkacsoport is beszamolt [151-153].

Munkank soran 14 ETV6/RUNXL pozitiv beteg 63 csontveld mintajat
vizsgaltuk DNS, RNS ¢és in situ sejt alapt SFM modszerrel [143]. A kezelési
protokolloknak megfelelden a diagnosztikus csontveld aspiratumon kiviil a kovetkezd
kovetéses idopontokban érkeztek mintdk: a 15. napon, az indukcios blokk végén a
33. napon, a konszolidacids fazis megkezdése eldtt a 12. héten, valamint a késoi
reintenzifikécio elétt az 5. honapban. Az MRD szintjét a kezeletlen mintdban és a
kiilonb6z6 kovetéses idépontokban mért specifikus target mennyiségének az aranya
hatarozta meg, igy a tumorhigulast vizsgalva lehetdveé valt a kiilonb6zé moddszerekkel
mért adatok Osszehasonlitdsa. A kapott eredmények kiértékelése kapcsan az alabbi

kovetkeztetésekre jutottunk:

1. A kiméra mRNS higulésa gyorsabb.

Azon esetekben, amikor a DNS és RNS adatok kozott legalabb 1 log
kiilonbség mutatkozott, mindig az utobbi bizonyult alacsonyabbnak. Ez a vizsgalatok
jelentds részében, kb. negyedében volt jelen. Emellett a betegek szignifikansan
nagyobb része hamarabb elérte a 10 szint alatti MRD kategoriat RNS alapt
modszerrel. Ezek az eredmények nem meglepdek, mivel az RNS szint valtozasa nem
mindig mutatja a tumortomeg valtozasat, hanem a mintaban 1évé kiméra mRNS
szdmara utal, vagyis sokkal inkabb a sejtek aktivitasat jellemzi. A kiméra expresszios
ratat pedig szdmos helyi és szisztémds kornyezeti faktor befolyasolja, igy példaul

véltozhat a terapia hatasara, de a teljes kiméra gén nyugvo dallapota is ismert
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[154-158]. Az adatok nem mondanak ellent azoknak a megfigyeléseknek sem, melyek
szerint az RQ-RT-PCR-rel mért kiméra mRNS szint novekedés eldre jelezhet egy

relapszust vagy blastos krizist.

2. A betegek egy részénél 107 feletti rezidualis betegséget detektaltunk SFM
modszerrel.

Vizsgalataink sordn a legmeglepdbb eredményiink az volt, hogy a betegek tobb
mint egyharmadaban 103-nal magasabb tumor reziduumot talaltunk a megfigyelési
periodus végén, vagyis CD10 és ETV6/RUNX1 pozitiv sejteket tudtunk azonositani
SFM modszerrel. Ezek messze meghaladtdk mind a DNS, mind az RNS mérések
érzékenységi kiiszobét. Nem gondoljuk, hogy technikai hibar6l lenne szo, mivel az
SFM modszert pontosan bedllitottuk, a mérések reprodukdlhatok voltak és a mért
értékek valdban meghaladtak a modszer fals pozitivitasi ratajat (0,0003) [123].
Ugyanezen okbol kizarhatd, hogy a normal, reaktiv CD10+ haematogonokat
detektaltuk volna, noha ismert, hogy ezek szama szignifikdnsan megnd a poszt-
kemoterapids periddusban [159, 160]. Az SFM ¢és az RNS adatok kozti nagy
kiilonbséget magyarazhatjuk az 1. pontban leirtakkal. Ugyanakkor mivel a klonalis
DNS marker vizsgalataval és a kombinalt immunfluoreszcens/FISH modszerrel is sejt
alapon torténik a tumorreziduum azonositasa, az ezen moddszerekkel kapott adatok
kozotti szignifikans kiilonbség tovabbi figyelmet érdemel.

A késobb ETV6/RUNXL pozitiv leukaemias gyerekek ko6ldokzsinorbol
szarmazo veérmintainak retrospektiv analizise soran azt talaltak, hogy a t(12;21)
transzlokacié az egyik allélon a betegek 77%-aban mar sziiletéskor jelen volt [161].
Ezek a sejtek a lymphoid Ossejt és a pro-B-sejt kompartmentben rejtézkddnek,
germline immunglobulin gént hordoznak és a fuzids gén nyugalomban van [162],
hasonldan a Ph+ progenitorokhoz [163, 164]. Leukaemia akkor alakul ki, ha ebben a
régidban bekovetkezik a heterozigdtasag elvesztése (LOH), amit tipusos esetben a
betegség kezdetekor detektalunk.

Azt gondoljuk, hogy SFM-mel, féként m5 idépontban, ezeket az Osi,
preleukaemids sejteket detektaltuk és nem az eredeti tumor sejteket. A preleukaemias
sejtek a fent emlitett okok miatt nem mutathatok ki sem RQ-PCR, sem
RQ-RT-PCR-rel. A FISH jelmintazat alapjan bizonyitani tudtuk, hogy az SFM

modszerrel észlelt, dupla CD10-iFISH pozitiv sejtek valoban leukaemia prekurzor
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sejtek és nem rezidualis tumorsejtek voltak. Az érintett betegek kezeletlen mintaiban
komplex citogenetikai eltérések voltak jelen, a transzlokacid mellett a normal ETV6
szemben a d33 utani kovetéses mintakban a CD10+ sejtekben csak 1 fuzio és a
megtartott ETV6 ill. RUNX1 allélok voltak jelen, mely nem leukaemias, hanem
leukaemia prekurzor sejtre utal.

A koldokzsinorvér vizsgalatokon kiviil az ilyen preleukaemids klonok 1étezését
bizonyitjadk azok a tanulmanyok is, melyek szerint relapszusos ETV6/RUNX1+
pALL-ben az eredeti t(12;21)(p13;922) toréspontu fizid van jelen, de teljesen mas
fenotipust, antigén receptor génatrendezddéseket és/vagy karyotipust mutatnak [165,
166]. Valdszinli, hogy ezekbdl a preleukaemids sejtekbdl ered az ebben a csoportban
tipusosan késoén jelentkezd relapszus, mint hogy egy valddi reziduumbol alakulna ki
[69, 70, 73].

A #1 beteg, akinél 24 honappal a betegség kezdete utan relapszus alakult ki,
azon 5 paciens kozé esett, akiknél SFM-mel kimutattuk a CD10 és ETV6/RUNX1
pozitiv feltehetden Osi sejteket. Ezzel szemben a masik betegnél, akinél csak
meningealis relapszus alakult ki és csontveld érintettsége nem volt, feltehetden helyi
reziduumbol alakult ki a relapszus, ennek megfeleléen nala nem volt detektalhato

érték m5 idépontban. Ez is alatimasztja az SFM eredmények fontossagat.

3. Eltérd biologiai viselkedésili leukaemids klonok kimutatésa az egyik betegnél.

leukaemias klont sikeriilt azonositani. A VDJ régiok szekvenalasa megerésitette a
hérom kiilonb6z6 klon jelenlétét. Ezek egyike sem lappangd “hattérklon” volt, hanem
a betegség kezdetekor azonos mennyiségben voltak jelen. Kettd ezek koziil hasonldan
viselkedett €és szignifikdnsan kisebb tumorhigulast mutattak az indukciés periodus
alatt, mint a harmadik. Ez az eset ramutat arra, hogy ugyanarra a terapiara mas-mas

valaszt kaphatunk a klonalis heterogenitas miatt.

Osszefoglalva:

1. A DNS alapt modszerrel sokkal megbizhatobban kovethetd a tumor

mennyiség csokkenése, mint az RNS alapi modszerrel, ugyanakkor az RQ-RT-PCR a

55



tumorsejtek aktivitdsarol szolgaltat értékes informaciokat.

2. Egyediil a kombinalt in situ immun- és genotipust vizsgalé SFM modszerrel
azonosithatok a CD10 és t(12;21) pozitiv, de germline antigén receptor gént hordozo
ancestor preleukaemias sejtek, melyek a betegek kozel 1/3-aban kimutathatok voltak a
poszt-indukcios periddusban. Ezekbdl a sejtekbdl indulhat ki egy esetleges késoi

relapszus.
3. A DNS alapu mddszerrel azonositott tobb klon eltérd érzékenységgel

reagalhat a terapidra, ezért az antigén receptor génatrendezddések €s a terapiara adott

valasz Osszefiiggései tovabbi vizsgalatokat igényelnek.
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6. Az uj eredmények osszefoglalasa

1. Az ETV6/RUNX1 pozitiv gyermekkori pre-B-ALL-ben a minimalis
rezidualis betegség (MRD) meghatarozasara az RNS alaput RQ-RT-PCR és a DNS
alaptt RQ-PCR mellett kidolgoztunk egy kombinalt immunfenotipus-iFISH pasztazo
fluoreszcens mikroszkopos (SFM) eljarast, mely a CD10 (immunfluoreszcencia) és
t(12;21) transzlokacié (iFISH) konszekutiv jelolését ¢és detektalasat jelentette. Az
eljarassal a CD10+/t(12;21)- haematogoniumok, illetve a CD10+/t(12;21)+
leukaemias sejtek 9x10™ szinten elkiilonithetéek, tehat a leukaemids sejtek a
dontéshozatal szempontjabdl altalanosan elfogadott 107 szintnél alacsonyabb

gyakorisag esetén is 100%-os biztonsaggal azonosithatok voltak.

2. Els6ként hasonlitottuk 6ssze a DNS és RNS alapu valés idejii PCR
technikaval elvégzett minimalis rezidudlis betegség vizsgalatokat a sejt alapt pasztazo

fluoreszcens mikroszkopos modszerrel mért eredményekkel.

3. Az ETV6/RUNX1+ pre-B pALL betegek klinikai MRD vizsgalata soran a
kezelés 33. napjatol a betegek csontveld mintdiban 107 szintnél gyakoribb leukaemias
sejtek kvantitativ RNS, illetve DNS PCR, valamint kombinalt immunfenotipus-iFISH
modszerekkel nem voltak kimutathatoak. Ugyanakkor a kezelés 33. napjatol a betegek
36%-4ban mutattunk ki SFM modszerrel 10° — 102 szintnél gyakoribb
CD10+/t(12;21)+ sejteket. Ezek azonban csak monoallélikus aberraciot mutattak, a
10°, 10° érzékenységli RNS alapa RQ-RT-PCR, valamint a DNS alapu
klonspecifikus RQ-PCR eljarasokkal nem voltak detektalhatdak, ezért nem

leukaemias rezidualis sejtek, hanem csontveldi leukaemia prekurzor sejtek voltak.

4. Els6 alkalommal mutattunk ki és vizualizaltunk kezelt t(12;21)+ pre-B
pALL betegekben in utero keletkez6 leukaemia prekurzor sejteket a csontvelGben,
melyek csak az 0j eljarasként kidolgozott kombinalt immunfenotipus-iFISH eljarassal

voltak detektalhatoak. A prekurzor sejtek jelenléte a kezelt betegekben Osszefiiggést
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mutat a recidiva hajlammal, ezért ezek vizsgalata prediktiv a betegség lefolyasat

illetGen.

5. Az egyik betegnél DNS alapu RQ-PCR moddszerrel azonositott
immunglobulin nehézlanc klonok eltérd higulasat lattuk a kdvetés soran, a klonok
eltérd érzékenységgel reagaltak a terapidra. Az antigén receptor génatrendezddések és

a terapiara adott valasz Osszefliggései tovabbi vizsgalatokat igényelnek.
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