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1. Bevezetés

A leggyakoribb gyermekkori rosszindulati megbetegedés az akut limfoblasztos leukémia
(ALL). Magyarorszagon évente 60-70 0j beteg keriil felismerésre. Bar napjainkban a fejlett
orszagokban alkalmazott protokollokkal a gyogyulas 85-90%, a rosszindulatu betegségek koziil
tovabbra is az egyik leggyakoribb haldlok az 1-18 év kozotti korosztalyban. Gyogyitod
munkankban ma mar nem csak a talélés tovabbi javitasa a cél, hanem a terapia rovid és
hosszutavi toxikus kovetkezményeinek csokkentése is. Ertekezésemben a gyermekkori ALL
egyik legnagyobb, a betegek 20-25%-at magaba foglald citogenetikai alcsoportjanak, a
magasan hiperdiploid akut limfoblasztos leukémianak (HeH ALL) klinikai és citogenetikai
prognosztikai tényezdit vizsgaltam.

A HeH ALL-t a limfoblasztok magas kromoszémaszama jellemzi, a WHO 2016-0s
klasszifikacidja 51-65 kozotti értéket hataroz meg, a leggyakoribb modalis szdm az 55. Az
aneuploiditas a 4-, 6-, 10-, 14-, 17-, 18-, 21-¢és X, ritkabban az 5-0s és 8-as kromoszoémak
jellegzetes, non-random mintazat szerinti kopiaszam-novekedésének a kovetkezménye. Az
aneuszomiak dontéen triszomiak, fiaknal X kromoszéma diszomia, emellett tetraszomia is
eléfordul. Pentaszomia csak a 21-es kromoszomara jellemzé.

A magasan hiperdiploid ALL betegek diagnoziskor fiatal életkortak (atlag: 2-4 év),
kezdeti fehérvérsejtszamuk jellegzetesen alacsony, a leukémia prekurzor- B fenotipusu. Ezen
tényezOk kedvezd kimenetelii betegségre utalnak, a betegek nagyobb hanyada ennek
megfelelden standard intenzitdsi kemoterapiaban részesiil. Az indukcid végi remisszidé 95%
feletti, és a teljes talélés (OS) meghaladja a 90%-ot, az elmult években egyes munkacsoportok
95% feletti értekekrdl szamoltak be. Mindezen kivaldo eredmények ellenére nem ritka a
relapszus, akar évekkel a terapia befejezését kovetden sem: igy az eseménymentes tulélés (EFS)
ennél alacsonyabb: korabban 70-75%, az elmult évtizedben 80-89% volt. Mivel a magasan
hiperdiploid a legnagyobb citogenetikai alcsoport gyermekkori ALL esetén, igy a relapszusok
jelentds része is ezen alcsoport betegeit érinti.

A HeH ALL tehat prognosztikai szempontbdl heterogén csoport: a betegek dontd
tobbsége alacsony intenzitasu protokollal kezelve is gyorsan remisszidba keriil és meggyogyul,
20%-nal azonban késébb relapszus jelentkezik. A multban és jelenleg is kutatds targya azon
klinikai ¢€s citogenetikai tényezok feltardsa, amelyek segitségével mar diagnoziskor
kiszlirhetéek a fokozott rizikot mutatdé betegek, akik esetében intenzivebb els6vonalbeli

kezeléssel esetleg ndvelhetd a tartds remisszio esélye. A magas modalis szam, illetve bizonyos



tri-, tetraszomiak jelenléte altalaban kedvezO prognozissal asszocialt, azonban az egyes

munkacsoportok vizsgalatainak eredményei nem teljesen egybehangzoak.

2. Célkitiazések

A HeH ALL betegek klinikai és citogenetikai prognosztikai jellemzdinek vizsgalata soran a
hagyomanyos vizsgaldomodszerekkel ellentétben interfazis fluorescens in situ hibridizaciot
(iFISH) alkalmaztunk, mellyel egy nagysagrenddel tobb sejt vizsgalhato, mint a konvencionalis
kariotipus analizissel, igy mélyebb betekintést nyerhetink a HeH ALL citogenetikai
struktirajaba. Az iIFISH vizsgalat tovabbi elénye, hogy a sejttenyésztés nélkiili analizis lehetéveé
teszi, hogy kikiiszoboljiik a tenyésztés kovetkeztében esetlegesen fellép6 klonalis szelekciobol
adodo informacidvesztést. A flow citometridval torténd DNS index meghatarozashoz képest

elénye, hogy informaciot kapunk arrol, hogy a tobbletek mely kromoszémakat érintik.

1. Célként tiztik ki a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetében 1996-2009 kozott
diagnosztizalt és archivalt prekurzor-B-sejtes ALL betegek diagnosztikus csontveldjének
interfazis FISH vizsgalatat. Betegmintanként 2x4 fluorescens probat alkalmazva, két
hibridizaciés korben detektaltuk a HeH ALL-re leginkabb jellemz6 nyolc kromoszoma (4,
6, 10, 14, 17, 18, 21 és X) kopiaszam valtozdsat. Tudomdsunk szerint korabban ilyen
multiplex, egysejtszintli, korrelalt iFISH vizsgalatot gyermekkori ALL mintdkon nem
végeztek.

2. Munkénk masodik fazisdban Osszegyljtottiik és rendszereztiik az iFISH vizsgélattal
azonositott magasan hiperdiploid betegek relevans klinikai, prognosztikai adatait a PTE
Gyermekklinika Onkohematologiai Osztalyanak betegdokumentumaibol, illetve az
Orszagos Gyermektumor Regiszterbdl.

3. A jol ismert klinikai prognosztikai tényezOk analizisén tul vizsgaltuk a kromoszéma-
tobbletek szamanak jelentdségét, az egyes kromoszdma-tobblet mintazatok prognosztikai
szerepét, megkiséreltiik a HeH ALL heterogén kimenetelének hatterében 1évd lehetséges
okok feltarasat.

4. Multiplex iFISH vizsgélatunk sordn az egyes HeH ALL mintakon beliil jelentds klonalis
heterogenitast tapasztaltunk, mely konvencionadlis citogenetikai vizsgalatokkal eddig nem
keriilt felismerésre. Célul tliztiik ki, hogy feltarjuk a klonalis heterogenitas jellegzetességeit,
vizsgaljuk az esetleges prognosztikai szerepét €s elemezziik a kromoszoma-tobbletek

kialakuldsanak hierarchid;jat.



3. Betegek és modszerek
3.1. Betegek

214 prekurzor-B-sejtes ALL gyermek (1-18 év) kezelés el6tti, 70%-0s etanolban, -20 °C-on
archivalt csontveldmintait vizsgaltuk. A vizsgalt kohorsz tagjai negativak voltak a kovetkezo,
onallo prognosztikai kategoriat képviseld mutaciokra: 1(9;22)(q34;q11.2) (BCR-ABLL1 fuzio),
t(v;11923) (KMT2A  génatrendezddés),  t(12;21)(p13;q22) (ETV6-RUNX1  fuzio),
t(1;19)(g23;p13.3) (TCF3-PBX1 fuzid). Minden gyermek magyarorszagi centrumban részestilt
kezelésben, ALL BFM 1995 vagy ALL IC BFM 2002 protokoll alapjan. Klinikai kovetési,
prognosztikai vizsgalat csak azon betegeknél tortént meg, akiknél a 8-paraméteres iFISH
analizis sordn magasan hiperdiploid statusz keriilt megéllapitasra. A 1étrehozott adatbdzisunk
az alabbi klinikai paramétereket foglalta magaba: a beteget diagnosztizal6 kézpont azonositoja,
a nem, sziletési datum, a diagnozis id6pontja, meningealis érintettség jelenléte,
immunfenotipus, kezdeti fehérvérsejtszam, blaszt arany a periférian, kezelési protokoll,
prednizolon kezelésre adott valasz, remisszid6 bekovetkezte (33. napi blasztarany a
csontveldben), rizikdcsoport, a betegség kimenetele, relapszus esetén annak datuma és
lokalizécioja, a relapszust kdvetd terapias beavatkozasok, az utols6 kontroll vizsgalat datuma,
halal esetén annak datuma és oka. A vizsgalat szakmai-etikai engedéllyel zajlott (PTE KK
RIKEB 2010.01.29. iigyiratszam: 3670.316-26235/KK41/2009), Baross Gabor K+F
(2009.reg_dd_kfi_09-2-2009-0100) projekt tamogatassal késziilt.

3.2. Modszerek
3.2.1. iFISH prébak

A szambeli kromoszomaeltérések vizsgalatakor centromér probakat (CEP) alkalmazunk,
melyekkel a rovid szakaszok ismétlddésébdl allo, nem kodolo, szatellita DNS mutathato Ki. A
szatellita DNS kromoszoma specifikus, igy megfelelé proba alkalmazasakor egy adott
kromoszoma azonosithato. A szatellita és kromoszoma specifikus DNS probéakkal fény vagy
fluorescens mikroszkoposan azonosithatod szignal képzddik, mely normal kromoszoémakeészlet
esetén autoszomalis kromoszomanként két hibridizacios jelet jelent. A 4, 6, 10, 17, 18 és az X
kromoszomak numerikus abberacioit kimutatdé centromer probak a PTE-KK Pathologiai
Intézetben rendelkezésre alltak. Mivel a 14-es és a 21-es kromoszomak esetében a CEP probak
két masik kromoszomaval is atfedést mutatnak (14/22, illetve 13/21), ezért két 16kusz specifikus

probat (LSI) terveztink. A CEP és LSI probak szenzitivitasat, specificitasat és a szignalok



mindségét nemzetkdzileg elfogadott eldirdsok szerint hatdroztuk meg. Két kor probaszettet
alkalmaztunk: az els6 kor (CEP szet) a 4-es, 6-0s, 10-es és 18-as kromoszomak vizsgalatat
célozta (CEP 4-voros, CEP 6-z6ld, CEP 10-aqua és CEP 18-gold), a masodik kor probaszet
(LSI+CEP szet) a 14-es, 21-es 17-es és X kromoszomakét (LSI 14-voros, LSI 21- zold, CEP
17-aqua és CEP X-gold) (1. abra).
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1. abra. Ugyanazon target sejt egymast kovetd, 2 x 4 probas iFISH jelolése. Hat kromoszoma

tobblete lathato (4 triszomia, egy tetraszoOmia). A: az elsé probaszett: CEP 4 (voros), CEP 6 (zo1d), CEP
10 (aqua), CEP 18 (arany); B: ugyanazon target rehibridizacioja a 2. Probaszettel: LSI 14 (voros), LSI 21 (zold),
CEP 17 (aqua), CEP X (arany). Negativ kontroll mag, DAPI hattér magfestés, 63x

3.2.2. Hibridizacié

A 70%-os etanolban fixalt leukémia sejtmintak elokészitését kdvetden a jeloléshez az elsd
korben 3 ul CEP proba-elegyet (4, 6, 10, 18-as kromoszomak probai) tettiink minden mintara,
majd a minta és proba DNS-t egyiitt denaturaltuk. A hibridizaciokat kovetéen
poszthibridizacids mosasokat végeztiink a nem kotddott probak eltavolitdsa céljabol. A
sejtmagok jelzésére DAPI oldatot hasznaltunk, amelyet a fluorescens szignal kioltoddsanak
lassitasara Vectashield lefed oldatban oldottunk. A mintat végiil feddlemezzel fedtiik és
sOtétben tartottuk az analizisig. A kiértékelést kovetden, a masodik hibridizacios kor eldtt a
fedélemezeket leaztattuk, a preparatumokat refixaltuk, dehidraltuk majd 3 ul LSI+CEP elegyet
(a 14, 17, 21, X kromoszdmak probai) adagoltunk mintanként. A denaturacios €s hibridizacios

1épések megegyeztek az elsé korben alkalmazottakkal.



3.2.3. A multiplex iFISH jelek kiértékelése

Mindegyik préobaszettel torténd jelolés utan a lemezeket komputer kontrollalt, motorizalt,
pasztazd targyasztallal, kvarc optikai szalas megvilagitassal, motorizalt fluoreszcens
szlir6tartoval felszerelt multifunkcidés mikroszkop rendszerrel analizéltuk. Az elsé probaszettel
torténd hibridizaciét kovetden lemezenként 1000 sejtet beszkenneltink a korabban
meghatarozott alapvetd sejtmag felismerési morfoldgiai paraméterek alapjan és a sejtmagok
képét a DAPI csatornaban, a 3D koordinatakkal egyiitt taroltuk. A hibridizacié eredményeként
A szignal mintdzatot manudlisan értékeltiik ki (3 szignal: triszomia, 4 szignal: tetraszémai stb),
melyet minden egyes sejtmag esetén tablazatban rogzitettiink. A kiértékelést addig folytattuk,
amig egyértelmi, mind a négy szincsatornaban azonosithat6 jeleket tartalmazo, legalabb 300
sejtmagot regisztraltunk. A mikroszkép az analizalt sejtmagok X/Y/Z koordinatait rogzitette,
igy a masodik probaszettel torténd hibridizaciot kovetden a korabban azonositott és regisztralt
sejtmagokat relokalizaltuk. A szigndl mintazat kiértékelését a masodik probaszettel torténd
jelolés utan is ugyanugy végeztiik el. Ily modon 8-probas, korrelalt iFISH analizisre volt
lehetdségiink, melyben egysejt szinten vizsgalhattuk a kromoszoma-tobbletek mintazatat és a

szubklondlis heterogenitast.

3.3. Statisztikai feldolgozas

Univarians analizist alkalmaztunk az egyes klinikai (pl. életkor, kezdeti fehérvérsejtszam, nem)
¢és citogenetikai (pl. modalis kromoszomaszam, kromoszoma-tobblet kombinaciok)
paraméterek kozotti osszefiiggések vizsgalata soran. Az eseménymentes és teljes talélés
valoszintiségét (pEFS és pOS) Kaplan-Meier modszerrel szamitottuk ki és az alcsoportok
Osszehasonlitd analizisét log rank teszttel végeztiik el. Cox regresszios modell szerinti
multivariancia analizist (tébbszempontos analizist) alkalmaztunk a talélést egyéb tényezoktol
fiiggetlen modon befolyasolo faktorok azonositasa soran. A p értékeket <0.05 esetén tekintettiik
statisztikailag sziginfikansnak. Az adatok elemzésére az IBM SPSS programot hasznaltuk
(Statistics Version 20.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA). A klonalis evolucié matematikai
modellezésére csoport (cluster) és haldzat (network) analizist végeztek a munkacsoport
biostatisztikus munkatarsai MEGA 5 és NETWORK 4.6.1. szoftverek (FluxusTechnology Ltd.,

Clare, England) segitségével.



4. Eredmények

4.1. A magasan hiperdiploid leukémiak azonositasa iFISH vizsgalattal

A leggyakrabban érintett nyolc kromoszoma tobbletének, kopiaszam-névekedési mintazatanak
rogzités utan az egyes betegmintakon beliil rendkiviil heterogén szubklonalis mintazatot
tapasztaltunk. Minden vizsgalt leukémiaban meghataroztuk a kromoszomaszam szerinti
szubklonokat: ezek sejtjei ugyanannyi tébblet kromoszomat (tri /tetraszomiat) tartalmaztak, a
tobblet kromoszomak Osszetételétdl figgetleniil. Igy minden leukémia mintaban megkaptuk a
kromoszdémaszam szerinti szubklonok gyakorisaganak eloszlasat valamint megallapitottuk a
modalis szamot (IMN8), a legnagyobb szubklon kromoszomaszama alapjan. A vizsgalt 214
mintabol 89 betegnél talaltunk hiperdiploiditast (iMNg > 47), koziilik 48 beteg leukémiaja
bizonyult magasan hiperdiploidnak (iMNs > 51). A vizsgalt HeH leukémiak esetén a
leggyakoribb modalis szam 55 volt.

4.2. A magasan hiperdiploid betegek klinikai adatai és prognosztikai jellemzo6i

A 48 magasan hiperdiploid gyermek t6bb, mint kétharmada az 1-6 éves korosztalyba tartozott,
14 beteg volt 6 évesnél idésebb, és minddssze 4/48 beteg 10 évnél idosebb. A median életkor
5,48 év volt. A nemek aranya a lanyok javara tolodott el (28 vs. 20). A betegek tobb, mint fele
(25/48) tartozott a standard rizikocsoportba. Kedvezdtlen prognosztikai tényezének szamitd
magas fehérvérsejtszamot (>20 G/1) a betegek kozel egyharmadanal (13/48), illetve >50 G/I
értéket mindossze 5 betegnél észleltiink. Két beteg kivételével mindenkinél kedvezd volt a 8.
napi prednizolon-valasz, a 33. terapias napon pedig minden betegnél - azok kivételével, akiket
a kezelés els6 heteiben fulminans fertézés kovetkeztében elveszitettiink - komplett remisszio
igazolodott. Magasan hiperdiploid betegeink dontd hanyada tehat a szakirodalomban leirt
kedvez6 klinikai prognosztikai jegyekkel volt jellemzhetd.

A talélés és bizonyos klinikai és citogenetikai mutatok kozotti Osszefiiggést is
vizsgaltuk. Univaridns analizissel a kezdeti magas fehérvérsejtszam (>50 G/L) kedvezdtlen
prognosztikai tényezdnek bizonyult (pEFS, p=0,019), ugyanakkor a betegek neme, kora,
valamint az iMNg paramétere nem befolyasolta szignifikdnsan az eseménymentes ttlélést. Az
IMNg paraméter alapjan azonban a magasan hiperdiploid csoporton beliil egy kimagasloan
kedvezd tuléléssel jellemezhetd alcsoportot sikeriilt stratifikdlnunk. A legmagasabb modalis
kromoszdémaszammal (iMNg 55-56) jellemezhetd alcsoportnal (n=20) 95,2%-os teljes talélést
tapasztaltunk, mely szignifikansan (p=0,046) kedvezobb az iMNg 51-54 betegek tulélésénél.



4.3. A képiaszam-novekedés prognosztikai jelentosége

Vizsgaltuk, hogy az egyes specifikus kromoszoma-tdbbletek jelenléte tarsul-e kedvezObb
klinikai kimenetellel, magyarazza-e a magasan hiperdiploid betegek heterogén prognézisat.
Univarians analizissel mind az eseménymentes, mind a teljes talélést illetéen szignifikdnsan
kedvezdébb kimenetelt tapasztaltunk azon betegeknél, akiknél a 4-es kromoszdma tébblete volt
kimutathaté (pEFS: p=0,06 és pOS: p=0,002). A 4-es kromoszoma tobbletét minden
leukémiaban a 6-os kromoszoma kédpiaszam novekedése kisérte. A kombinalt triszomiak esetén
a 4-6, 4-10, 4-17, 4-18, 4-10-17 és 4-10-18 szimultdn jelenléte bizonyult prognosztikailag
relevansnak az eseménymentes tulélés, a teljes talélés, vagy mindkettd vonatkozasiban
(p=0,006 - p= 0,047).

Ha multivariancia analizisben a négy klinikai illetve citogenetikai paramétert (életkor,
fehérvérsejtszam, nem és iMNg) kombindltuk az egyedi és kombindlt kromoszdma-
tobbletekkel, az utébbiak egyike sem javitotta az eseménymentes talélést (nem voltak fiiggetlen
EFS paraméterek). Ugyanakkor, ugyanilyen tobbszempontos analizisben a teljes talélés
vonatkozasaban egyediill a 4-es kromoszoma kopiaszam-novekedése bizonyult magasan
szignifikans (p=0,009) és fliggetlen valtozonak.

Osszességében megallapithatd, hogy a magas hiperdiploiditdsi csoportban
multivariancia analizis alapjan az alacsonyabb (<50 G/L) fehérvérsejtszam (p=0,002), az 1-6
év kozotti életkor (p=0,005) és a magas iMNg-érték (p=0,008) egyarant szignifikdnsan
hozzajarult a jobb pEFS-értékhez, de a kromoszoma nyeréseknek ezekre nem volt tovabbi
hatdsa. Tovabba, mind a négy paraméter (n61 nem, alacsony fehérvérsejtszam, 1-6 év kozotti
életkor, magas iMNg érték) szignifikans (p=0,003 - p=0,021) Osszefiiggést mutatott a pOS
értekkel. Ezt a kromoszoma-tobblet kombinaciok koziil egyediil az izolalt +4 javitotta
szignifikdnsan, azaz bizonyult az egyetlen fliggetlen valtozonak. Ezen eredmények fliggetlenek

voltak az adott idészakban alkalmazott protokolloktol.

4.4. Kromoszémaszam és kariotipus szintii genetikai heterogenitas

A multiplex, 2x4 kromoszomat érinté iFISH vizsgalat eredményeképpen minden leukémia
mintaban kétfajta szubklont azonositottunk. Egyfelél az egyedi kariotipus szubklonokat,
melyek mind a nyolc kromoszéma szerint ugyanazon numerikus konstellaciot képviselték.
Masfelél a kromoszomaszam szerinti  szubklonokat, melyek sejtjei ugyanannyi total

kromoszdma-tobbletet tartalmaztak, a tobblet kromoszoémak dsszetételétdl fiiggetleniil.



El6szor a szubklonok szamat a total kromoszomaszam alapjan, betegenként vizsgaltuk.
Massziv klondlis heterogenitas volt azonosithatd a magasan hiperdiploid csoportban. Azt
tapasztaltuk, hogy a dominans szubklonok a tumorsejtek mindossze egyharmadat, atlagosan
34%-at alkottak, és atlagosan tovabbi 9,9 szubklont azonositottunk a betegmintakban. Az egyes
leukémiakban a kromoszémaszam szerinti szubklonok eloszlasa tobbféle mintazatot kovetett,
a leggyakoribb a haranggorbe alak volt. A haranggorbe-mintazat jellegzetesen alakult a két
alcsoportnal: az iIMNg 55-56 csoportnal kisebb heterogenitasra utald keskenyebb alappal
rendelkezett, mint az iMNg 51-54 csoportnal (2. abra).
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2. abra. A kromoszoma-tobbletek szama szerinti szubklonok gyakorisagi eloszlasa két beteg

esetén bemutatva. A: keskenyebb alapu haranggdrbe-mintazat egy iMNg 56 modalis szamu leukémia esetén
B: szélesebb alapu haranggorbe-mintazat egy iMNg 54 modalis szamu leukémia esetén. Fliggbleges tengely: a
vizsgalat sejtek szama. Vizszintes tengely: a kromoszoma-tobbletek szama szerinti szubklonok.

A kromoszomaszam alapjan meghatarozott szubklonok mellett az egyedi kariotipus mintazatot
is vizsgaltuk. Minden beteg minden egyes vizsgalt sejtjében a nyolc kromoszdéma kopiaszamat
rogzitve, sejtenként egy nyolc karakterb6l allé szamsort, egyedi kariotipust kaptunk. Az azonos
egyedi kariotipusok alkottak az egyedi kariotipus szobklonokat. Egy adott - Kromoszomaszam
szerint meghatarozott - szubklont tobb, mint egyfajta egyedi kariotipus szubklon épithet igy fel.
Az egyedi kariotipus klonok mintazata jelentds heterogenitast mutatott egy-egy betegmintan
beliil. Azt tapasztaltuk, hogy a betegek egy részénél a domindns szubklont sok egyedi kariotipus
szubklon alkotta, mig mas betegeknél kevés. Az egyes leukémiakban az egyedi kariotipus
klonok atlagos szama szignifikansan magasabb volt (p = 0.028) az iIMNg 51-54 csoportban
(29.9 £ 11.8), mint az iMNg 55-56 csoportban (23.0 + 9.2) Halozat-analizis soran kevéssé
komplex képet kaptunk a magasabb modalis szamu, iMNg 55-56 csoportban (3. abra).
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3. abra. Halozat-analizis az egyedi kariotipus szubklonok mintazatat mutatja be két beteg

esetén. A: komplex mintazat (egy iIMNg 54 modalis szamu leukémia esetén) B: egyszeriibb, kevéssé sszetett
mintazat (egy iMNsg 56 modalis szamu leukémia esetén). A sarga korok az egyedi kariotipus szubklonokat
reprezentaljak, méretiik aranyos a szubklon méretével, azaz a szubklont alkoto sejtek szamaval. A szubklonokat
0sszekotd vonalakon lathaté a valtozast mutaté kromoszdma szama. A piros pottydk median vektorokat jelolnek,
melyek vagy nem megtalalt vagy nem létez6 klonokat képviselnek.

Munkacsoportunk biostatisztikusai matematikai modszerekkel a tobblet-kromoszémak
kialakulasanak lehetséges mechanizmusat is vizsgaltak. A feltételezheten szimultan,
egyidében, illetve szekvencialisan, sorozatosan kialakulé kromoszoma-tobbletek szazalékos
megoszlasabol szarmaztatott paraméter (0,907) azt mutatta, hogy a numerikus aberraciok kb.

90%-a szekvencialisan, egyesével alakultak Ki.
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Magasan hiperdiploid ALL kialakuldsanak a hatterében kromoszoma elvéléasi zavar
(szegregacids zavar) all fenn, mely valamilyen valdszinliségi sorrendben érinti az adott
kromoszomakat. Csoport (cluster) analizissel az egyes kromoszémak tobbletének kialakulasi
sorrendjét vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy egy Iépcsdzetesen kialakuld, konzekvens
hierarchikus rend mutatkozik az iMNg 51-54 ¢s az iMNg 55-56 csoportban is. A hierarchikus
csoport-alakitast gyakran abrazoljak egy fa jellegii diagram, a dendrogram segitségével, ahol a
dendogram-fa felsé zonai kés6bb kialakuld eseményeket reprezentalnak Az iMNg 51-54
leukémiaknal a csoportfa alapjat 21-X-14 kromoszoma csoport alkotta, a 10-es és 18-as
kromoszomak, majd a 4-es és 6-os kromoszomak egy-egy rakovetkezo csoportot képeztek, mig
a 17-es kromoszoma nem tartozott konzisztensen az utobbi két csoport egyikéhez sem. Az iMNg
55-56 csoportban a 10-es és 18-as kromoszoma csoport nem volt kimutathato, de egyébként a

csoportfa topologiaja megegyezett az iMNg 51-54 csoportban észleltekkel.

12



5. Megbeszélés

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia kezelésére alkalmazott jelenlegi nemzetkozi
protokollok szamos klinikai és genetikai paramétert alkalmaznak a kiilonb6z6 rizikdcsoporta
betegek azonositasara. A kezdeti fehérvérsejtszamon, az életkoron €s a tumorvolumen
csokkenésén kiviil a kiilonb6z6 tobblet kromoszomak, tri/tetraszomiak jelenléte is meghatarozo
tényezé egyes munkacsoportoknal az alacsony rizikdcsoport definidldsdban. A legtobb
tanulmanyban univarians analizissel vizsgalva prognosztikai szempontol relevansnak bizonyult
a 4-es, 10-es, 17-es, 18-as kromoszomak tri/tetraszomiaja, illetve a magasabb modalis szam,
ugyanakkor a tObbszempontos analizis eredményei kiilonboztek egymastol. Az tjabb
vizsgalatok eredményei sem mutatnak egy iranyba.

Az ellentmondasos eredmények hatterében a munkacsoportok eltérd terapids
protokolljai mellett modszertani okok is valdszinlsithetok. A legtobb tanulmanyban a
kromoszoma-tobbletek vizsgalata konvenciondlis citogenetikai vizsgalattal, illetve dramlasi
citometriaval tortént. A hiperdiploiditas detektalasanak standard moddszere a konvencionalis
citogenetikai analizis, azonban a hiperdiploid blasztok nehezen tenyészthetok és a tenyésztés
soran klonalis szelekcio johet 1étre: a mitotikus alakok esetenként nem reprezentdljak a
genetikai eltérést hordozo sejtpopulacidt. A nem-osztddo sejtekbdl nyert teljes DNS tartalom
analizise ugyanakkor arr6ol nem ad informacidt, hogy a kromoszéma-tobbletek mely
kromoszomakat érintik. Az egyedi sejt specifikus, 8-paraméteres interfazis FISH vizsgalat
soran nagyszamu - a citogenetikai vizsgalathoz képest 15x tobb - sejtet lehet analizalni,
sejttenyésztés €és az ebbdl fakado informacidvesztés kikiiszobolésével. A sejt specifikus
genetikai informécio pedig 0j ismereteket jelenthet a kromoszoma-tobbletek kialakulasat,
illetve prognosztikai jelentdségét illetGen.

1IFISH vizsgalatunkkal a magasan hiperdiploid leukémidkban masszivan heterogén
szubklonalis architektarat észleltiink. Kétfajta szubklont azonositottunk minden mintéban: a
kromoszdémaszam szerinti szubklonokat (melyek sejtjei ugyanannyi totdl kromoszoma-
tobbletet mutattak, a nyert kromoszomak Osszetételétdl fliggetleniil), illetve az egyedi
kariotipusokat (melyek a nyolc kromoszoéma szerint ugyanazon numerikus konstellaciot
képviseltek). A kromoszomaszam szerinti dominans szubklénok csak mintegy harmadat
képezték a tumorsejteknek, és tovabbi szubklonokat is azonositottunk, betegmintanként
atlagosan 9,9-et. Ezen adatok korrelaltak Talamo és mtsai genetikailag nem szubtipizalt, kis
esetszamu, négy kromoszomara folytatott iIFISH vizsgélatainak eredményével. Ugyanakkor

éles ellentétben allnak a legnagyobb konvencionalis citogenetikai adatbazissal, mely szerint az
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akut limfoblasztos leukémia eseteinek 84%-ban csak egy klon volt kimutathaté (Mitelman és
mtsai). Az adatok kozotti diszkrepancia szintén magyarazhatd az eltér6 modszertannal: a
hagyomdnyos citogenetikai analizis soran klondlis szelekcio 1éphet fel a szubklonok eltérd
novekedési sajatossagai miatt. Tovabba, mivel kariotipus analizissel csak limitalt szamu sejtet
vizsgalunk (20-30 metafazis), igy a kisebb szubklonokat érintd eltérések figyelmen kiviil
maradhatnak. A hiperdiploid leukémia klonalis heterogenitasanak lehetdségét tjabb
vizsgalatok szekvenaldson alapuld technologiak alkalmazasaval is felvetették.

A kiilonb6z0 szolid tumorokban ¢€szlelt szubklondlis illetve cellularis heterogenitas az
ALL-t vizsgal6 tanulmanyokban is egyre tobb figyelmet kap. A genetikai heterogenitas fontos
klinikai kévetkezménye, hogy az eltéré mutaciokkal rendelkez6 szubpopulaciok elésegithetik
a valtozd kornyezethez (pl. kemoterapia) valé tumor-adaptaciot és szerepet jatszhatnak a
terapia-rezisztencia, illetve a relapszus kialakuldsdban. Aneuploid malignitdsok esetén az
aneuplioditas egyfeldl lehet stabil (kromoszoéma szegregécios zavar kdvetkeztében egy stabilan
propagald koros kariotipus jon létre), masfeldl kromoszoma-instabilitds kovetkeztében is
kialakulhat, amit a mit6zisok soran létrejovd, fokozott mértékii kromoszémaszam valtozas
jellemez, mely instabil kariotipust, sejt-sejt variabilitast és komplex szubklonalis architektirat
eredményez. Ez utobbi jelenséget HeH ALL esetén korabban Blandin és Betts munkacsoportja
is tanulményozta, mi magunk is észleltiik, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek a prognosztikai
jelentdseég pontos karakterizalasa céljabol.

1FISH vizsgalatunkkal egy igen kedvezd prognosztikai alcsoportot azonositottunk: az
iIMNg 55-56 betegcsoportban kedvezotlen klinikai rizikofaktorok jelenléte ellenére is 95,2%-0s
volt az 6t éves teljes tulélés. Az iMNg 51-54 és az iMNg 55-56 csoport kozott a jelentOs
tulélésbeni kiillonbség mellett a kariotipus szerinti szubklonalis heterogenitast illetéen is
szignifians kiilonbséget észleltiink. Ugyanakkor az iMNg altal meghatarozott modalis szam nem
bizonyult fliggetlen prognosztikai paraméternek: tobbszempontos analizis soran a
legpozitivabb prediktiv értéke a 4-es kromoszoma kopiaszdm-novekedésének volt.

Az iMNg 55-56 alcsoport igen legkedvez6 prognozissal jellemezhetd. Valdsziniisithetd,
hogy a specifikus kromoszoéma-tobbletek (azaz géntobbletek, ,,gene dosage”) miatt kialakulod
feltételei, sikeres novekedési kapacitassal rendelkeznek. Ugyanakkor terapiara jol reagalnak,
melynek egy lehetséges magyardzata a szubklonalis mintdzatukban kereshetd. A szubklonalis
analizis sordn azt tapasztaltuk, hogy a HeH leukémia kialakulasa sordn a leukemogenezis lehet
komplex, elagazo jellegii, illetve egyszeriibb, célirdnyosabb mintdzati is. Az iMNg 55-56

alcsoportban az egyedi szubklonok atlagos szama szignifikdnsan alacsonyabb volt ¢€s
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mintazatuk egyszeriibb, céliranyosabb, kevéssé komplex az iMNg 51-54 alcsoporthoz képest.
Mindez kedvezdbb klinikai kimenetelt eredményezhet azon teoretikus gondolatmenet alapjan,
mely szerint egy komplexebb, ,,tobbarcu” ellenféllel vald kiizdelem a sejtszintli harcban is
kevésbé sikeres.

Bar a magas modalis szam kedvez6ébb kimenetellel tarsult, nem ez volt a dont6 faktor a
teljes tulélést illetéen. Nagyobb jelentdségli a 4-es kromoszoma kdpiaszam-ndvekedése:
beteganyagunkban ez bizonyult az egyetlen fliggetlen prognosztikai tényezonek az Osszes
vizsgalt klinikai és citogenetikai prognosztikai tényezd koziil. Eredményeink hatterében
felmeriil annak a lehetdsége, hogy az extra 4-es kromoszémdanak specifikus, proliferaciot
serkentd ¢€s proliferaciot gatlé gének mikodése tulajdonithatd, mely 6sszességében csokkenti a
sejt tulélési kapacitasat. Az iMNg alapu startifikacié nem volt fiiggetlen a 4-es kromoszéma
triszomiatol. Csoportanalizis azt igazolta, hogy a tobblet kromoszoémak 1épcsdzetesen kialakuld
hierarchikus rendjében a 4-es kromoszoma tobblete képezi a legkisebb fiiggetlen csoportot és
mindig a dendogram-fa tetejét, a nyolcadik ,,agat” alkotja. Statisztikai alapon tehat az a
legvaldsziniibb, hogy hét kromoszoma tobbletének a kialakuldsa elézi meg a 4-es kromoszoma
triszomia létrejottét. A modalis szam ndvekedésével a 21-es kromoszéma gyakran
tetraszomiassa valik, igy végiil Osszesen tehat nyolc kromoszémanak kilenc kopiaszam-
novekedése €szlelhetd, ami az 55-6s modalis szamnak felel meg €s valdban, ez a leggyakoribb
modalis szam a HeH leukémiakban, mind sajat beteganyagunkban, mind a nemzetkozi
szakirodalom alapjan. Tehat a 4-es kromoszoma tobbletének kialakulasaval valosul meg az a
genetikai konstellacid, ami a leggyakrabban észlelt modalis szdmot eredményezi a HeH
csoportban, ezért feltehetéen ez a legkedvezébb a limfoblasztok szdmara, illetve ez jelenti a
legkedvezdbb gazda-tumorsejt interakciot.

Eredményeink aladtdmaszjak az egyes, specifikus tobblet kromoszoémak prognosztikai
jelentdségét magasan hiperdiploid akut limfoblasztos leukémidban. A modalis szdm jelentdsége
masodlagosnak tlinik, tekintettel arra, hogy a tobblet kromoszémak kialakuldsa konzekvens,

hierarchikus rendet mutat.
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6. Az 0j eredmények osszefoglalasa

1. Munkacsoportunk elsé alkalommal végzett és publikalt valoédi korreldlt, nyolc
kromoszémara kiterjedd, egysejtszintli vizsgalatot gyermekkori prekurzor-B-sejtes akut
limfoblasztos leukémia diagnosztikus csontveldmintain. Interfazis FISH vizsgalattal 214
beteg esetében mintanként legalabb 300 sejtet vizsgaltunk, az érintett kromoszoémak (4, 6,
10, 14, 17, 18, 21, X) kopiaszamat rogzitettiik, egysejtszintli korrelalt adatbéazist hoztunk

létre.

2. A nyolc kromoszéma tobbletének iFISH vizsgélatdval meghatarozott modalis szdm
(iMNg) alapjan 48 beteget azonositottunk a magasan hiperdiploid alcsoportban (HeH ALL,
IMNg >51). Ezen betegek relevans klinikai és prognosztikai jellemzdit adatbazisba
foglaltuk.

3. Igazoltuk, hogy a HeH csoporton beliill prognosztikai jelentdsége van a modalis
kromoszoémaszamnak: a legmagasabb modalis szdmmal (iMNg 55-56) jellemezhetd
alcsoportndl szignifikdnsan kedvezdbb volt a tulélés. Azt tapasztaltuk, hogy a triszomiak /
kombinalt triszomiak koziil a 4-es, illetve a 4-6, 4-10, 4-17, 4-18, 4-10-17 és 4-10-18
kombinaciok jelenléte wvolt prognosztikai szempontbdl relevans a kedvezibb
eseménymentes-, teljes tulélés, vagy mindkettd vonatkozasaban. Multivariancia analizis
soran az ¢letkor, fehérvérsejtszam, a nem, az iMNg érték valamint az izolalt vagy kombinalt
numerikus aberraciok koziil egyediil az izolalt 4-es kromoszoma-tobblet bizonyult pozitiv,

magasan szignifikans és fliggetlen valtozonak a teljes tilélés vonatkozasaban.

4. Azegyes HeH leukémia mintadkon beliil masszivan heterogén szubklonalis architekturat
igazoltunk. Mintanként atlagosan 9,9 szubklont azonositottunk, a dominans klonok a
tumorsejteknek minddssze atlagosan 34%-at alkottak. Mindez ellentétben 4ll a nemzetkozi
szakmai korokben dominald allasponttal, mely konvenciondlis citogenetikai vizsgélatra
alapozva lényegében monoklonalis entitdsnak tekinti a HeH ALL-t.

A kromoszomaszam szerinti szubklonok eloszlasat illetden valtozatos mintazatot
tapasztaltunk a magasan hiperdiploid csoporton beliil. A leggyakoribb a haranggdrbe
alakzat volt, mely a magasabb modalis szamu, iMNg 55-56 csoportnal kisebb
heterogenitasra utald keskenyebb alappal rendelkezett, mint az iMNg 51-54 csoportnal.

Az egyes betegmintakon beliil az egyedi kariotipus szubklénok mintazatat illeten is

jelentds heterogenitast tartunk fel. Halozat-analizis sordn kevéssé komplex képet és
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szignifikansan kevesebb egyedi kariotipust reprezentaldé szubklont mutattunk ki az iMNg
55-56 csoportban, az iMNg 51-55 csoporthoz képest. Az egyszeriibb, céliranyosabb,
kevésbé komplex szubklonalis architektira kedvezébb klinikai kimenetellel volt
Osszefiiggésbe hozhato.

Csoportanalizissel a kromoszémak kopiaszam-novekedésének hierarchikus rendjét
igazoltuk: a legkorabbi események a csoportfa aljat képezd 21, X és 14-es kromoszomakat
érintik, a 4-es kromoszéma tobblete pedig a legkisebb fliggetlen csoportot képezte és
mindig a dendogram-fa tetejét, a 8. ,,agat” alkotta. A halozat- és csoportanalizis azt
tamasztotta ala, hogy a HeH leukémiakon beliil a kromoszoma-tobbletek kialakuldsa
dontéen (90%-ban) egymas utan kovekezd, szekvencialis mutaciés  1épések

kovetkezménye.
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7. Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretném megkdszonni témavezetdémnek, dr. Pajor Laszl6 professzor rnak a munkam
soran nyujtott segitségét, a sok értékes tandcsat, szakmai tdmogatasat. Koszonom a végtelen
tiirelmét, amelyet a klinikai munka mellett végzett kutatdtevékenységem irant viselt.

Ezen disszertacié egy kutatéi munkacsoport kozés munkajanak eredménye. Az iFISH
vizsgalatokban nyujtott segitséget a Pathologiai Intézet munkatarsainak, dr. Alpar Donatnak,
dr. Pajor Gabornak, dr. Kajtar Bélanak, dr. Kereskai Laszlonak, dr. Jakso Pélnak, Kneif
Marianak, Lacza Agnesnek és Csala Juditnak koszonhetem. Dr. Alpar Donatnak kiilonosen
halas vagyok, amiért bevezetett a mindennapi klinikai munkamt6l tavol allo kutatoi munka
rejtelmeibe és segitett eligazodni a tudomanyos kozlemények utvesztjében. A statisztikai
elemzésben dr. P6t6 Laszlotol kaptam segitséget és beszélgetéseink sordn sok tanitast,
szemléletet. A biostatisztikai vizsgéalatokért koszonettel tartozom dr. Szuhai Karolynak, dr.
Matics Robertnek és dr. Pauler Gabornak. Azon beteg gyermekek klinikai adatait, akiket nem
a PTE Gyermekklinikan kezeltiink, az Orszagos Gyermektumor Regiszterbdl gytijtottem ki,
melyhez dr. Jakab Zsuzsannatol kaptam segitséget.

Halas koszonettel tartozom dr. Kajtar Pal professzor urnak és dr. Ottoffy Gabornak, akik orvosi
palyam kezdetén megismertették velem a gyermekonkologidban rejld szépségeket, timogattak
az elkotelezettségemet ¢€s emberségiikkel, szakmai tudasukkal a mai napig példaképiil
szolgalnak a szamomra.

Kivaltsagnak érzem, ¢és szeretném megkoszonni kozvetlen kollégaimnak, a PTE
Gyermekklinika Onkohematoldgia Osztaly valamennyi munkatarsanak, hogy nap mint nap
veliik dolgozhatok. A beteg gyermekek iranti segité szandékuk, odaadd figyelmiik,
lelkesedésiik, kedvességiik €s j6 humoruk szdmomra is hatalmas erdforras.

Mindenekel6tt pedig szeretnék kdszonetet mondani csaladomnak. Sziileimnek, akik mindig
hittek bennem, biztattak és batoritottak, erds gyokereket és szarnyakat adtak. Férjemnek, aki
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