Irodalmi attekintés

Az acut lymphoblastos leukaemia (ALL) a gyermekkor leggyakoribb daganatos megbetegedése, az
Osszes malignus betegség kozel egyharmada. Az ALL-es gyermekek gyogyulasi eredményei az elmilt
évtizedek alatt jelent6s mértékben javultak: ma a talélési rata tobb mint 80%-ra tehetd, az alacsony
kockazati csoportban a 90%-ot is meghaladja (Schrappe és mtsai, 2000; Vrooman és Silverman,
2009). Ez a gyogyulasi arany igazolja a széleskort klinikai vizsgalatok alapjan kidolgozott kockdzat-
specifikus terdpids protokollok kedvezd hatasat.

Ugyanakkor a gyogyuld betegek Orvendetesen nagy szdma mellett a legfébb problémét ma is a
betegek egy részében fennalld terdpia rezisztencia, valamint az agressziv kezelés korai és késoi
mellékhatasai jelentik. A t0lélok szamanak tovabbi ndvelése, a terapia toxikus mellékhatasainak
egyideju csokkentése az individualisan - lehetéleg a betegség biologiai jellemzdinek megfelelden -
megvalasztott, kelléen, de nem tulzottan agressziv kezelést6l varhato. Ehhez mar a diagnozis
felallitasakor el kell kiiléniteniink a jobb és a rosszabb prognozisu eseteket.

Az eltér6 prognozisu esetek elkiilonitésében szamos klinikai és biologiai jellemz6é van segitségiinkre.
A legfontosabb prognosztikai tényezok az életkor, a kezdeti fehérvérsejtszam, az immunfenotipus és a
diagnozis idején észlelt genetikai eltérések, valamint a kezdeti terapiara adott valasz (Moricke és
mtsai, 2005). Kedvez6 prognosztikai faktor az 1-10 év kozotti életkor és a <50 G/L kezdeti
fehérvérsejtszam. A folyamat Kiterjedtségét tiikr6zi a hepato-splenomegalia, a mediastinalis
tumor/nyirokcsomok jelenléte vagy hianya és a kozponti idegrendszeri érintettség. A tumor Sejtek
biologiai tulajdonsagaira utalnak a morfologiai és immunologiai jellemzok. A myeloid antigének
expresszioja a lymphoid blastsejteken kedvezdtlen prognosztikai faktor. A T-sejtes immunfenotipus
korabban kedvez6tlen prognosztikai tényezonek szamitott, de a kezelés intenzitasanak fokozasaval a T
sejtes ALL-es gyermekek talélése hasonléan alakult a pre-B sejtes leukémiasokéhoz (Goldberg és
mtsai, 2003). A leukémias sejtek szerzett genetikai eltérései —akar gén, akar kromoszoma szintliek-
meghatarozzadk a tumor sejtek bioldgiai tulajdonsagait, mas sejtekkel valo interakcidjat, a leukémia
invazivitasat, metasztatizald képességét és a terapiara adott valaszt. Kimutatasuk ezért kozvetlen
segitséget nyujt a klinikusnak a diagnozis megerdsitésében, a progndzis eldrejelzésében és a terapia
megvalasztasaban.

A kezdeti kromoszomalelet prognosztikai jelentdségére gyermekkori ALL-ben els6ként Secker-
Walker és mtsai (1978) hivtak fel a figyelmet. A kezdeti genetikai eltérés ismerete a klinikai és egyéb
bioldgiai paramétertdl fliggetleniil is lehetove teszi a jobb és rosszabb prognozisu esetek elkiilonitését,
azaz a gyermekkori ALL-ben a leukaemias blastok kezdeti kariotipusa fliggetlen prognosztikai
tényez0 (Johansson és mtsai, 2004, Moricke és mtsai, 2005).

Az ALL-es gyermekek mintegy 70-75%-aban igazolhato6 kariotipus eltérés hagyomanyos citogenetikai
vizsgalattal (G-savozas) a diagnézis idején (Pui és Evans, 1998). A kromoszoma aberraciok egy része
specifikus szerkezeti eltérés (transzlokacio, delécid), mas esetekben szambeli eltérésekkel,
kromoszomatobblettel, vagy hiannyal talalkozunk (Harrison, 2005). A latott leukaemia-specifikus
aberraciok Osszefiiggést mutatnak a blast sejtek immunologiai jellemzdivel, diagnosztikai és
prognosztikai értékiiket szamos klinikai és kisérletes eredmény bizonyitja (Schultz és mtsai 2007;
Moricke és mtsai, 2008).

A kariotipus eltérések prognosztikai értéke

A szerkezeti eltérések koziil kifejezetten kedvezodtlen korlefolyassal jar a t(9;22)(q34;q11)
transzlokacié (BCR/ABL génatrendezodés), amely a gyermekkori ALL 3-5%-aban mutathato
ki, tobbnyire serdiilékora gyermekekben. Az MLL gén éatrendezddését eredményezd 11923
aberrdciok gyermekkori ALL 5-8%-aban fordulnak elé, CD10 negativ pro-B sejtes ALL-re
jellemzd. A csecsemOkorban jellemzd t(4;11) kifejezetten rossz prognodzissal tarsul, a hosszu
1dejli eseménymentes talélés 10-30%. Az 1 évnél iddsebb gyermekeknél ugyanez az eltérés
kevésbé kedvezotlen, mint a csecsemokoruaknal, de rosszabb az MLL atrendezédést nem
mutato eseteknél. A prognozist befolyasolja az MLL gén transzlokécios partnere: a t(4;11) és
t(9;11) transzlokaciok kedvezotlenebbek (Pui és mtsai, 2002), mint az egyéb transzlokaciok,
mig a t(11;19) transzlokacio T sejtes immunfenotipussal relative kedvezd kimenetellel tarsul



(Jakab Zs és mtsai, 2002). Csecsemdk esetében a transzlokacids partner nem befolyasolja a
prognoézist. A pre-B sejtes ALL-re jellemz6 t(1;19)(g23;p13) az esetek 5-6%-aban fordul eld.
Intenziv terapia alkalmazasa esetén ez a transzlokacidé nem fiiggetlen prognosztikai tényezo.
Kedvezétlen a progndzis az immunglobulin gének és a c-myc onkogén atrendezddését okozo
B-sejt-specifikus transzlokaciok, a t(8;14)(q24;q32) és a Vvarians transzlokacioi jelenlétében.
Az intrakromoszomalis AML1 amplifikaciot 1IAMP21) a gyermekkori ALL 1-2%-aban irtak
le, rossz prognozist jelez (Moorman és mtsai, 2007). A normélis kariotipusu betegek egy részében
(mintegy 15-30%-aban) a csak molekularis modszerrel kimutathato t(12;21)(p13;q22) transzlokacio
(TEL/AMLI1 atrendezédés) kedvezd prognozisra utal (Forestier és mtsai, 2007). A T-sejt
receptor (TCR) géneket érintd transzlokaciok koziil csak néhanynak ismert a prognosztikai
SZerepe.

A szambeli eltérések is jelentések a progndzis szempontjabol. Magas hiperdiploiditas (51-65
kromoszoémaszam vagy DNS index >1.16) a gyermekkori ALL-es esetek 25-30%-aban
igazolhatd és kedvezd korlefolyast jelez. Tobbnyire fiatalabb gyermekeknél mutathatd ki,
alacsony fehérvérsejtszam és prekurzor B sejtes immunfenotipus jellemzi. Ezen csoporton
beliil kifejezetten jo prognozisra utal a 4-, 10-, 17- és 18 —as kromoszdémak triszomidja és az
1-10 éves életkor. A kromoszomavesztéssel jaro hipodiploid (<46) és a kozel haploid 823-29)
betegeknél kedvezétlen korlefolyas varhatd. Hasonloan kedvezétlen a korlefolyas a komplex
kariotipus eltérések esetében (Vrooman és Silverman, 2009).

Az ALL-es gyermekek prognosztikai csoportositasa és a kockazat-(genotipus-)- specifikus
terapia bevezetése sziikségessé tette az Gijonnan diagnosztizalt ALL-es gyermekek kezdeti genetikai
eltéréseinek minél pontosabb kimutatasat. E célbol 1993-ban orszagos méretli programot inditottunk el
a Magyar Gyermekonkoldgiai Szekcio 10 kozpontja kdzremiikodésével azzal a céllal, hogy minden

hazankban diagnosztizalt ALL-es gyermek kezdeti genetikai vizsgdlata megtorténjen (Olah és mtsai,
2009 ).

A kezdeti genetikai eltéerések kimutatasara hasznalt modszerek

A gyermekkori ALL diagnosztizaldsaban, prognozisanak megitélésében ¢és a kezelés
megtervezésében a leukémias blastok genetikai eltéréseinek kimutatasa elengedhetetlen a
hagyomanyos morfologiai, citokémia és immunologiai vizsgalatok mellett.

Kromoszomaanalizis

A modern molekuléris genetikai vizsgalomodszerek birtokaban is elséként a hagyomanyos
citogenetikai analizist (G-savozas) kell elvégezni. Ezzel a modszerrel egy sejt teljes
kromoszoma allomanyar6l kapunk informaciot egyetlen 1épésben. A moddszer egy sejt
szdmbeli és szerkezeti kromoszoma aberracidinak felismerésére alkalmas, de segitségével
csak a mikroszkoppal lathatoé 5-10 Mb-nal nagyobb méreti eltérések mutathatok ki. Ezért ma
mar elengedhetetlen a klasszikus citogenetika kiegészitése molekuldris citogenetikai
(fluorescens in situ hibridizaci6; FISH) és molekularis genetikai (RT-PCR, Q-PCR)
vizsgalatokkal.

FISH

A FISH analizis soran fluorokrémmal jelolt DNS prébat hibridizalunk a vizsgalni kivant
kromoszoma régidohoz. A szekvenciaspecifikus DNS probak segitségével konkrét szambeli és
szerkezeti eltérések mutathatok ki. A modszer nemcsak metafazisi kromoszémakon, hanem
interfazisu sejteken is alkalmazhato. Nagyszamu interfazisa sejt (200-400) vizsgalata révén
kiilonosen alkalmas tobb sejtvonal felismerésére, illetve a terdpia hatékonysaganak
megitélésére. Hatranya, hogy csak az eldzetesen ismert (a konkrétan keresett) vagy a



feltételezett specifikus eltérések detektalasara alkalmas. Az eltéré kromoszéma aberraciok
kimutatésa kiilonb6z6 FISH probak segitségével torténhet.

A centromerspecifikus probakkal a kromoszomak szambeli eltérései azonosithatok, a 16kusz
specifikus probak a szerkezeti atrendezddések (transzlokacidk, deléciok, amplifikaciok)
kimutatasat szolgaljak. A multicolor-FISH (M-FISH) moddszer lehetévé teszi mind a 24
kromoszéma  kiilonb6zé szinli megjelenitését egyetlen hibridizacios 1épésben, ezéltal
alkalmas a szambeli és szerkezeti eltérések kimutatasara azok eldzetes ismerete nélkiil.
Kiilonosen hasznos a G-sdvozassal nem azonosithaté marker kromoszomak, a két vagy tobb
kromoszomat érinté komplex eltérések tisztazasaban, a hiperdiploiditashoz vezetd szamfeletti
kromoszomdak azonositasaban és a klasszikus citogenetikai vizsgalattal nem felismerhetd
rejtett dtrendezddések azonositasaban. Az M-FISH metodikaval 0j, eddig nem ismert
transzlokaciok azonosithatok, és pontosithatok a hagyomanyos G-savozassal rosszul
interpretalt szerkezeti kromoszoéma atrendezodések.

Munkank célja: a rendelkezéslinkre 4llo6 genetikai vizsgalomodszerek alkalmazasaval a
vizsgalatok optimalis algoritmusanak kidolgozédsa, az egyes modszerek indikacidjanak
pontositasa.

1. A hazai Gyermek Onkologiai Centrumokban diagnosztizalt ALL-es gyermekek genetikai
vizsgélatanak M-FISH maddszerrel valo kiegészitése.

2. Az ALL-es gyermekek teljeskori genetikai kivizsgéldsa a hagyomanyos citogenetika,
FISH, RT-PCR és M-FISH modszerek komplementer alkalmazasaval, s ezaltal a leukémia
specifikus kezdeti genetikai eltérések pontos kimutatasa.

3. A kapott eredmények értékelése soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

- mennyiben nyujt tobblet informaciot az M-FISH technika a jelenleg alkalmazott rutin
genetikai modszerek mellett,

- milyen ardnyban mutathato ki az M-FISH segitségével az eddig normal kariotipustinak
bizonyult esetekben 1j leukémia specifikus aberracio,

- célul tiztik ki a G-savozassal nem azonosithatdé marker kromoszomak identifikalasat,
valamint

- komplex kromoszoma atrendez6dések tisztazasat.

4. Vizsgalni kivantuk, mennyiben segiti az M-FISH moddszer az ALL-es gyermekek egyedi
prognosztikai besorolasat és a jovoben a terapia individualizalasat.

Alkalmazott modszerek és eredmények

A DE OEC Gyermekgyogyaszati Intézet, Klinikai Genetikai Kozpont Regionalis Genetikai
Laboratoriuméban torténik a debreceni Hematoldgiai Onkoldgiai nem 6nalldé Tanszéken,
illetve a miskolci Gyermekegészségiigyi Kozpont Hematologiai Osztalyan diagnosztizalt
ALL-es gyermekek teljeskorii genetikai vizsgalata. A genetikai kivizsgalas soran a BFM
munkacsoport altal ajanlott protokollt (Celle, 2004) tekintjiik iranyadonak. A diagnézis
felallitasakor a hagyomanyos citogenetika mellett a legfontosabb prognosztikai értéki
transzlokaciok (génatrendezédések), 1(9;22), t/del 11923 kimutatasara FISH, a t(12;21) FISH
¢s RT-PCR (TEL/AMLI fuziés gén kimutatdsa) modszereket alkalmazunk. A 2005 és 2008
kozott diagnosztizalt ALL—es gyermekek mindegyikében elvégeztiik a protokollban javasolt
citogenetikai és FISH vizsgalatokat. A FISH proba panellt (ABL/BCR, TEL/AML, MLL
génatrendezddés) kiegészitettik X centromerspecifikus FISH probaval (CEP X) a
hiperdiploiditasra gyanus esetek biztosabb kisziirésére.



A Regionalis Genetikai Laboratoriumban 2005 és 2008 kozott 31 Gj ALL-es beteg genetikai
vizsgalatat végeztiik el. Hisz esetet a debreceni Gyermek Onkoldgiai Centrumban, nyolcat a
miskolci Gyermek Onkologia Centrumban diagnosztizaltak; a 28 beteg teljes genetikai
kivizsgalasa laboratoriumunkban tortént; két pécsi és egy budapesti beteg esetében a
kiegészitd6 M-FISH vizsgalatot kérték. A vizsgalatokra minden esetben csontvelé mintabol
keriilt sor 24 oras tenyésztést és kromoszOémapreparalast kovetéen. A betegek klinikai
paramétereit az 1. tablazatban, a citogenetikai €s interfazisu FISH vizsgalatok eredményeit a
2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Citogenetika

A harmincegy ALL-es gyermek mintai koziil 23 esetben tortént sikeres citogenetikai
vizsgalat. hét esetben nem nyertlink értékelhetd metafdzisokat, mig egy betegtdl csak
csontvel6kenetet kaptunk, melyen csak FISH vizsgalat elvégzésére volt lehetoség. A
kromoszémaanalizis sordn a 23 sikeres esetb6l 22 beteg mintdjan mutattunk ki klonalis
kariotipus eltérést. A modalis kromoszoémaszam alapjan egy-egy beteg tartozott a
pseudodiploid és a hipodiploid, harom beteg az alacsony hiperdiploid (47-50), hét beteg pedig
a magas hiperdiploid (51-65) csoportba. ALL-re specifikus kromoszoma eltérést 6sszesen hat
esetben azonositottunk: t(9;22) (n=1), t(1;19) (n=2), t(11;14) (n=1), t(2;8) (n=1)
del(11923)(n=1). Négy esetben tobb kromoszomat érintd, pontosan nem azonosithato,
komplex kromoszoma eltéréseket mutattunk ki.

FISH

A 31 AlLL-es gyermek kozil 29 mintdjan végeztik el a FISH vizsgalatot 4 proba
alkalmazasaval: LSI BCR/ABL Extra Signal, Dual Color, Dual Fusion; LSI MLL Break
Apart Rearrangement; LSI TEL/AMLL1 Extra Signal Single Fusion; CEP X. Két esetben nem
allt rendelkezésiinkre vizsgalati anyag. Ot esetben egyik FISH probaval sem igazolodott
kromoszémaeltérés, 24 esetben egy vagy tobb probaval pozitiv eredményt kaptunk. A CEP X
proba kilenc esetben 1 vagy 2 szamfeletti X kromoszomat igazolt, ezek mindegyikében 3-6
AMLI szignal is kimutathat6 volt, ami a szamfeletti X kromoszéma mellett szamfeletti 21-es
kromoszoémak jelenlétére, azaz magas hiperdiploiditasra utalt. A hiperdiploiditast
eredményezé szamfeletti kromoszomak (4, 6, 10, 14, 17, 18, 21, X) koziil ugyanis a
leggyakrabban jelenlevok az X és a 21-es kromoszoéma. A hiperdiploid kariotipusra (>50) két
esetben csak a FISH vizsgélat segitségével deriilt fény a sikertelen kromoszomaanalizist
kovetden.

Az ALL-re specifikus szerkezeti eltérések koziil a G-savozassal nem felismerhet6 t(12;21)
transzlokaci6 hatterében all6 TEL/AMLI1 génatrendezddést kilenc mintan igazoltuk (ez a
betegek egynegyede). Hét beteg mintajan a t(12;21) transzlokaciéo mellett a TEL és AMLI
géneket érintd tarsuld eltéréseket mutattuk ki: két esetben a transzlokdcidban nem érintett
TEL allél delécidjat, két esetben a TEL delécidja mellett extra AMLI1 szignalt, két tovabbi
esetben TEL deléciot és +der(21)t(12;21) fuzids szignalt azonositottunk. Egy esetben a
masodik fuzios jel egy der(X) kromoszoman volt kimutathatd. Két beteg mintdjan a t(12;21)
transzlokacié nem tarsult egyéb eltéréssel. A TEL/AMLI génatrendezddés soran kialakuld
fzi6s gén kimutatasa RT-PCR modszerrel is megtortént.

Egy esetben a kromoszomaanalizis soran észlelt 11q23 (MLL) deléciot FISH break apart
proba alkalmazéasaval megerdsitettiik.

Egy tovabbi betegben a citogenetikai vizsgélattal kimutatott Ph pozitivitast és egy masodik
sejtvonalban a dupla Ph kromoszomat a FISH vizsgalat is megerdsitette. Ennél a betegnél
mindkét modszerrel tobb sejtvonal felismerésére keriilt sor.



M-FISH

A palyazat célkitlizésének megfelelden a 2005 és 2008 kozott ujonnan diagnosztizalt ALL-es
gyermekek rutin genetikai kivizsgalasat minden olyan esetben kiegészitettik az M-FISH
vizsgalattal, ahol a citogenetikai vizsgalat soran értékelhetdé metafazisokat nyertiink. Ennek
elvégzésére a G-savozassal sikeresen vizsgalt 23 esetbdl 21 esetben keriilt sor. Hét
alkalommal a kromoszomak rossz morfologiaja miatt az M-FISH vizsgalat nem volt
értékelhetd megbizhatoan. A 3. tablazatban 18 eset M-FISH vizsgalatdnak eredményét
foglaltuk 6ssze, koziiliikk harom beteg citogenetikai vizsgalata 2005 el6tt tortént. A 18 esetbdl
14 pre-B, 2-2 érett B-sejtes, illetve T-sejtes immunfenotipusu volt. A nemek aranya: 12 fia és
6 lany. Az ¢életkoruk 1-17 év kozott valtozott, median életkor 5 év.

A 14 pre-B sejtes esetb6l klasszikus citogenetikaval harom esetben ALL-re specifikus
szerkezeti eltérést (No. 1-3), harom esetben komplex kariotipust (No. 7-9), egy esetben
alacsony hiperdiploiditast (No. 11) és hét tovabbi betegben magas hiperdiploiditast (No. 12-
18) mutattunk ki. Mindkét érett B sejtes esetben specifikus transzlokaciot észleltiink (No. 4-
5). A T sejtes esetek koziil az egyikben specifikus (No. 6), a masikban komplex kariotipus
eltérést igazoltunk (No. 10).

A G-savozassal észlelt specifikus transzlokaciokat, t(1;19), t(9;22), t(2;8), t(8;14); t(11;14), az
M-FISH analizis mind a hat vizsgélt esetben (No. 1,2,3,4,5,6) megerdsitette, koziiliik 6t
esetben az M-FISH tovabbi, Gij informacidt is nyujtott: az 1 sz. esetben tisztazta a t(1;19)-hez
tarsuld derivalt kromoszoma eredetét (der(15)t(1;15)), valamint egy 0j transzlokdcora t(5;12)
is fény dertilt. A Ph pozitiv ALL-es esetben (No. 3) egy marker kromoszomat (der(14)t(8;14))
azonositottunk.

Az érett B sejtes, specifikus (8;14) transzlokaciot hordozo esetben (No. 4) tarsul6 eltérésként
az l-es kromoszoma héarom, eltérd modon atrendezédott formajat észleltiik, amely a
hagyomanyos citogenetikai analizis szerint hdrom sejtvonalban jelent meg. Az M-FISH
vizsgélat tisztazta, hogy az egyik sejtvonalban a der(1)-es kromoszéma t(1;21)
transzlokaciobol szarmazik, a masodik sejtvonalban az i(1q)-t megerdsitette, mig a harmadik
sejtvonalban tisztaztuk, hogy a der(1)-nek vélt kromoszéma az 1-es kromoszoéma hosszi
karjabdl és a specifikus transzlokdcioban érintett derivalt 14-es kromoszoémabol jott 1étre. Az
ebben az esetben észlelt kromoszomaeltérés az érett B sejtes leukémidban eléfordulo, 1-es
kromoszomat €érintd jumping transzlokécio ritka formaja. A masodik, érett B sejtes ALL-es
esetben (No. 5) a t(2;8) transzlokacidhoz tarsuld derivalt kromoszéman az extra savokat
(der(13)t(1;13)), valamint a szamfeletti C csoporti (+7) kromoszoma eredetét tudtuk az M-
FISH modszerrel pontositani. A T sejtes ALL-es esetben (No.6) 0j transzlokaciora deriilt fény
((3;20)).

A harom pre-B sejtes, komplex kariotipusu esetbél (No. 7-9) egyben (No.7) az M-FISH
megerdsitette a citogenetikai leletet. Az 8 sz. esetben a G-sdvozéassal latott négy,
szerkezetileg atrendez6dott kromoszoma pontos eredetét tisztazta (der(5)t(5;16),
der(12)t(12;15), der(12)t(12;21), del(15q)). A harmadik komplex kariotipusu esetben (No. 9)
szintén sikeriilt azonositani a derivalt kromoszémaban résztvevd kromoszoémakat
(der(X)t(X;21)), valamint tisztaztuk, hogy a dic(8;12)-nek vélt kromoszéma héarom
kromoszéma komplex transzlokacidjabol szarmazik (der(8)t(8;12;18)). A T sejtes, szintén
komplex kariotipusu esetben (No. 10) a nem megfeleld mindségii kromoszoma morfologia
miatt G-savozassal markereknek nevezett kromoszoémak eredete M-FISH vizsgalattal
tisztazodott: 1(9q), del(11q). A der(12)-es kromoszémat az egyik sejtvonalban t(12;20)
transzlokacio, egy masik sejtvonalban t(12;19) transzlokacio hozta 1étre.



Egy beteg esetében a citogenetikai vizsgalat alacsony hiperdiploid kariotipust igazolt (No.
11), de a szamfeletti kromoszéma eredete G-savozdssal nem volt megallapithatd. Az
interfazist FISH vizsgalat (12;21) transzlokéciot mutatott ki, tarsul6 eltérésként TEL deléciot,
dupla fuzios jelet és extra AMLI1 szignalt. M-FISH modszerrel egy 47-es kromoszémaszamu
sejtvonal metafazisaiban (12;21) transzlokdcioban érintett der(12)-es kromoszémat,
szamfeletti 10-es kromoszomat és del(16q)-t észleltiink.

A kromoszomavizsgalattal magas hiperdiploid csoportba sorolt hét esetben (No. 12-18) az M-
FISH vizsgélattal minden szamfeletti kromoszémat pontosan azonositottunk, a derivalt
(dup(1q)) (No. 12) és az egyik marker kromoszéma (i(7q)) (No. 14) eredetét tisztaztuk.
Rejtett szerkezeti atrendezddésre (der(1)t(1;15)) egy esetben deriilt fény (No. 15), egy tovabbi
esetben (No. 16) a G-savozast citogenetikai analizissel latott der(1)t(1;1) szerkezeti
atrendezddés az M-FISH vizsgalattal t(1;4) transzlokéacionak bizonyult.

Gyermekkori ALL-ben az elmult évtizedben elért magas talélési rata (>80%) a jelenleg
figyelembe vett prognosztikai faktorok (életkor, fehérvérsejtszam, immunfenotipus,
kromoszémaeltérések, kezdeti terapidra adott valasz) alapjan megvalasztott terapiaval és/vagy
a terdpia agresszivitasanak novelésével tovabb mar nem javithato. A betegség kimenetélének
javitasa, a relapszus megeldzése, a kezelés okozta toxicitas csokkentése Uj prognosztikai
faktorok alkalmazaséaval és individualizalt kezelési stratégidk bevezetésével érhetd el. A
leukémia patogenetikai hatterének még jobb megismerése lehetévé teszi a betegek pontosabb
prognosztikai alcsoportokba vald besorolasat, ami csak a leukémids sejtek genetikai
eltéréseinek pontos ismeretében lehetséges. Ezzel a céllal egészitettiik ki a gyermekkori ALL-
es betegek rutin genetikai kivizsgalasat (G-savozas, FISH, RT-PCR) M-FISH vizsgalattal.
Eredményeink igazoltdk, hogy az M-FISH alkalmazasaval 1j, prognosztikai értekll
transzlokaciok, komplex 4trendez6dések valhatnak ismertté, amelyek 1) fuzidés gének
felismerésé¢hez vezethetnek. Ez Gijabb terapias eljarasok alapjaul célpontjai lehetnek.
Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az M-FISH vizsgalat az ALL genetikai
jellemzésének fontos, hasznos 1j informacidkat nyujté6 modszere.

M-FISH vizsgalattal a 18 esetbdl 16-ban jutottunk tdbblet informacidhoz:

a hiperdiploiditashoz vezeté szamfeletti kromoszémak azonositasa mellett

tarsulo, hagyomanyos citogenetikdval nem felismerhetd, a progndzist

kedvezébtlentil befolyasold szerkezeti kromoszéma eltéréseket mutattunk ki.

Ezen kromoszoma aberraciok azonositasa révén lehetové valik a hiperdiploid

B csoportba sorolt ALL-es gyermekek finomabb prognosztikai besorolasa.

- a derivalt kromoszomék genetikai Osszetételének meghatirozasa révén 1j,
citogenetikdval nem azonositott transzlokacidkat ismertiink fel

- tisztdztuk a G-savozassal nem azonosithaté marker kromoszoémak eredetét

- klasszikus citogenetikaval nem latott, un. ,rejtett,, atrendezddések kertiltek
felismerésre

- 1j sejtvonalakat mutattunk ki

- a két vagy tobb kromoszoémat érintd komplex Kkariotipus eltéréseket

pontositottunk.

Eredményeink arra utalnak, hogy az ALL-es gyermekek kezdeti genetikai eltéréseinek pontos
megallapitdsdban nagyon fontos helye van az M-FISH modszernek. A felismerést 1j
transzlokaciok, az ismert rendellenességekhez tarsuld tovabbi genetikai atrendezddések



Klinikai, prognosztikai jelent0ségének megitéléséhez tovabbi esetek tanulmanyozasa
sziikséges.
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Bessenyei B, Balogh E, Ujfalusi A, Szegedi I, Oldh E Jumping translocation of 1q associated
with good clinical outcome in a case of Burkitt leukemia
Cancer Genet Cytogenet

Ujfalusi A, Balogh E, Bessenyei B, Kiss Cs, Szegedi I, Bardi E, Olah E Novel chromosomal
rearrangements detected in children with acute lymphoblastic leukemia by using multicolor
fluorescent in situ hybridization

Cancer Genet Cytogenet






Irodalomjegyzék

Goldberg JM, Silverman LB, Levy DE, et al. Childhood T-cell acute lymphaoblastic leukemia:
the Dana-Farber Cancer Institute acute lymphoblastic leukemia consortium experience. J Clin
Oncol 2003; 21:3616-3622.

Harrison CJ, Moorman AV, Barber KE, et al. Interphase molecular cytogenetic screening for
chromosomal abnormalities of prognostic significance in childhood acute lymphoblastic
leukemia: a UK Cancer Cytogenetic Group Study, Br J Haematol 2005 ;129:520-530

Jakab Zs., Balogh E, Karészi E, Kappelmayer J., Kiss Cs., Olah E.: Variant Translocations of
11923 in Infant Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL); Do Outcomes Differ From t(4;11)?
Med. Pediatr. Oncol., 39: 63-65. 2002.

Johansson B, Mertens F, Mitelman F. Clinical and biological importance of cytogenetic
abnormalities in childhood and adult acute lymphoblastic leukaemia. Ann Med. 2004; 36(7):
492-503.

Moorman AV, Richards M, Robinson HM, et al. Prognosis of children with acute
lymphoblastic leukemia (ALL) and intrachromosomal amplification of chromosome
21(iIAMP21). Blood 2007; 109:2327-2330

Moricke A, Zimmermann M, Reiter A, Gadner H, Odenwald E, Harbott J, Ludwig WD,
Riehm H, Schrappe M. Prognostic impact of age in children and adolescents with acute
lymphoblastic leukaemia: data from the trials ALL-BFM 86, 90, and 95. Klin Padiatr. 2005;
6: 310-20.

Moricke A, Reiter A, Zimmermann et al. Risk-adjusted therapy of acute lymphoblastic
leukemia can decrease treatment burden and improve survival: treatment results of 2169
unselected pediatric and adolescent patoents enrolled int he trial ALL-BFM 95. Blood
2008;111:4477-4489.

Olah E, Balogh E, Pajor L, Jakab Z, and the Hungarian Pediatric Oncology Network;
Diagnostic and prognostic significance of initial genetic examination in childhood acute
lymphoblastic leukaemia: results of a ten-year study in Hungary (1993-2002) Pathol. Oncol.
Research, benytjtva, 2009.

Pui CH, Evans WE. Acute lymphoblastic leukaemia. N Engl J Med. 1998; 339: 605-615.

Pui CH, Gaynon PS, Boyett JM, et al. Outcome of treatment in childhood acute lymphoblastic
leukaemia with rearrangements of the 11923 chromosomal region. Lancet 2002;359:1909-
1915.

Schultz KR, Pullen DJ, Sather HN, et al. Risk- and response-based classification of childhood
B-precursor acute lymphoblastic leukemia: a combined analysis of prognostic markers from
the Pediatric Oncology Group (POG) and Children’s Cancer Group (CCG). Blood
2007;109:926-935

Secker-Walker LM, Lawler SD, Hardisty RM. Prognostic implications of chromosomal
findings in acute lymphoblastic leukaemia at diagnosis. Br Med J 1978;2:1529-1530.

Vrooman LM and Silverman LB. Childhood acute lymphoblastic leukemia: update on
prognostic factors Current Opinion in Pediatrics 2009;21:1-8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15513300&query_hl=16&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16307416&query_hl=12&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16307416&query_hl=12&itool=pubmed_docsum




1. tablazat 2005-2008 kozott diagnosztizalt ALL-es gyermekek klinikai jellemz6i

Nem Esetszam
(n=31)

Fia 15

Lany 16

Eletkor

<1év 0

1-10 év 21

> 10 év 10

Kezdeti fvs szam

<20 G/l 14
20-100 G/I 12

> 100 G/I 3)
Immunfenotipus

Pre-B sejtes 26

T sejtes 2+ 1*
Erett B sejtes 2%

*NHL csontveldi érintettséggel






2. tablazat Acut lymphoblastos leukémias gyermekek citogenetikai és FISH vizsgalatanak eredményei

Genetikai vizsgalat eredménye Citogenetika (n=30) FISH (n=29)
(TEL/AML1,BCR/ABL, MLL, X)

Normal kariotipus 1 5

Szambeli eltérések

Hipodiploid (< 46)

Alacsony hiperdiploid (47-50)

Magas hiperdiploid (51-65)

| w|-
1

Pseudodiploid  (46+ 1-2 nem  spec.
szerk.eltérés)

Specifikus szerkezeti eltérések

t(12;21) (p13;922)

t/del(11;v)(q23;v) MLL génatrendez6dés

t(9;22) (934;q11)

t(1;19) (923;p13)

t(11;14)(p13;911)

t(2;8)(p12;q24)

N N LN I
1

Komplex kariotipus (>2 kromoszoémat érintd
szerkezeti eltérések)

Egyéb - 4*

Sikertelen 7

Nem tortént citogenetikai vizsgalat 1 -

Nem tortént FISH vizsgalat - 2

*Az alkalmazott FISH probakkal nem specifikus eltérést mutatd szignalmintazat



3. tablazat. ALL-es gyermekekben végzett genetikai vizsgalatok, citogenetika, FISH és M-FISH eredményei

Eset | Nem | Immun-
Kariotipus (G-savozas) M-FISH Kkariotipus FISH
No | Kor | fenotipus
1. |lany |preB 46,XX,t(1;19)(q32;p13)/ 46,XX,t(1;19)(g32;p13),t(5;12)(q21?;p11?)/ normal
) 46,XX,1(1;19)(q32;p13),add(13q)/ 46,XX,1(1;19)(q32;p13),der(15)t(1;15)/ panel*
2¢v 46,XX 46, XX
2. |lény | preB 46,XX,t(1;19)(g23;p13),der(15)t(1;15) 46,XX,t(1;19)(g23;p13),der(15)t(1;15)/ normal
46,XX panel*
5¢év
3. |fia |preB 46,XY,-8,1(9;22)(q34;q911),-14,+2mar/ 47,XY,del(8),t(9;22)(q34;q11),der(14) BCR/ABL poz./
) 47,XY,-8,1(9;22)(g34;911),-14, +2mar, t(8;14)(q117;932?),+Ph BCR/ABL poz. 2x
3&v +Ph/46,XY
4. |fio | érettB 46,XY,+der(1),t(8;14)(g24;932),-21/ 46,XY,+der(21)t(1;21),t(8;14)(g24;932)/
, 47,XY,+i(1)(gq10),t(8;14)(g24;q932)/ 47,XY,+i(1)(g10),t(8;14)(g24;932)/ IGH/MYC poz.
13¢v 46,XY,+der(1),t(8;14)(q24;932),-14 46,XY,+der(14)t(1;14)t(8;14)(q24;932)
5. | fih | erett B 46,XY,1(2;8)(p12;924),add(13)/ 46,XY,1(2;8)(p12;924),der(13)t(1;13)/ Nem tortént
, 47,XY 1(2;8)(p12;924),add(13),+C/ 47,XY,1(2;8)(p12;924),der(13)t(1;13),+7/
8 &v 46, XY 46, XY
6. |fia | Tsejtes |47 XY,+8,t(11;14)(p13;q11)/46,XY 47,XY,1(3;20),+8,1(11;14)(p13;911)/46,XY +8
S5¢év

* FISH panel: BCR/ABL, TEL/AMLI1, MLL, X probak

Jelmagyarazat: Piros szinnel az M-FISH vizsgalattal kapott 0j informaciot jeloltiik.




Eset | Nem | Immun-
Kariotipus (G-savozas) M-FISH kariotipus
] FISH
No | Kor | fenotipus
7. |fia |preB 46,XY,del(1)(gllqter),der(12)t(1;12) 46,XY,del(1)(gllqgter),der(12)t(1;12) TEL del
y (q31;p13);der(12)ins(12;1)(p12;911925) (931;p13);der(12)ins(12;1)(p12;911925)
(A%
8. |lany |preB 45,XX,der(5),del(5q),der(12),-15, 45,XX,1(5;16),der(12)t(12;15),der(12) TEL/AML1 poz.
. der(16)/46,XX t(12;21),del(15q),-21 AML1 del
(A%
9. |lany |preB 47, XX,+der(X),der(12)(t(12;21)(p13;922)/ | 47,XX,+der(X)t(X;21)(p21;?),der(12) TEL/AML1 poz.
, 47,XX,idem,dic(8;12) t(12,21)(p13;?)/ dupla fzios jel
Tev 46,XX, idem, der(8)t(8;12;18),-12
10. | fia | Tsejtes | 44-45XY,-8,-9,-11,-12,-D,+3-4mar/ 45,XY,i(9q),del(11q),der(12)t(12;20)-20/ + ABL
, 46,XY 45,XY,i(9q),del(11q),der(12)t(12;19),-19/ TEL del
> 46,XY
11. | fiu | preB 47-48,XY,+1-2mar/46,XY 47,XY,+10,der(12)t(12;21),del(16) TEL/AML1 poz.
dupla fuzios jel
7 év TEL del
+AML1
12. |fiu | preB 57-58,XY,+X,der(1),+4,+6,+10,+17,+18, 56-58,XY,+X,dup(1q),+4,+6,+10,+10,+14, +X
i +21/46,XY +14,+17,+18,+18,+21,+21 +2AMLI
(MY

Jelmagyarazat. Piros szinnel az M-FISH vizsgalattal kapott 1) informaciot jeloltiik.




No | Nem | Immun-
Kariotipus (G-savozas) M-FISH Kkariotipus
. FISH
Kor | fenotipus
13. | fin pre B 53-54,XY/46,XY 53-54 XY +X,+Y ,+4 +6,+17,+18,+21,+21 +/++AML1
+X
7 év
14. | fia | preB 54-56,XY,+X,+4,+6,+10,+17,+17,+21, +21, | 54-56,XY,+X,+4,+6, i(7q),*+8,+10,+14,+17, +/++AML1
17 +marl,+mar2/46,XY +18,+21,+21 TEL del
cv
15. | fia | preB 54-57 XY ,+X,+X,+1,+4,+6,+8,+10,+14, 56,XY,+X,+X,-Y,+der(1)t(1;15),+4,+6, +2X
17¢ +17,+18,+21/46,XY +10,+14,-15,+16,+17,+18,+18,+21 +AML1
cv
16. | lany |preB 54-57 XX, +X,+X,t(1;1),+4,+6,+8, +10,+14, |57 XX, +X,+X,+4,+6,+8,+10, +14,+17,+18, +2X
L +17,+18,+21,+21/46 XX +21,+21/57, XX, idem, der(1)t(1;4) + 2AML1
(MY
17. |lany | pre B 51-56,XX,+3,+6,+10,+12?,+16?,+17, 55,XX,+X,+3,+6,+10,+12 +14,+17,+18,+21/ |+ X
y +18,+18,+21/46,XX 46,XX + AML1
(MY
18. | fia | preB 50-55,XY 55,XY,+X,+Y,+4,+6,+8,+14,+17,+18, +21 + X
e + AML1
(MY

Jelmagyarazat: Piros szinnel az M-FISH vizsgalattal kapott 1) informaciot jeloltiik.




