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Bevezetés

A krénikus myeloid leukémia (CML) szinte paradigmdjava vélt a modern
onkol6gidnak. A CML volt az els6 leukémia, melyet leirtak 165 évvel ezelétt. A CML
kapcsan észlelték az elsd, malignitassal Osszefiiggd citogenetikai eltérést, a Philadelphia-
kromoszémat (Ph-kromoszéma), és a CML volt az elsd, melynek patogenezisében egy
génfizionak, az abnormadlis tirozin-kindz aktivitisi fehérjét eredményezé6 BCR-ABLI gén
kialakulasdnak kozponti szerepet tulajdonitottak. A BCR-ABLI1 fehérje felismerése uj
irdnyvonalat nyitott az onkoterdpidban, a CML volt az els6 betegség, melynek kapcsin a
molekulérisan célzott terdpia igazan latvanyos eredményeket hozott. Mindezek mellett a CML
volt az elsé betegség, melynek terdpidjanak nyomon kovetéséhez részletes molekularis és
genetikai stratégiat dolgoztak ki.

Az ezredfordulon megjelent, elsd tirozin-kindz gatlé gydgyszer, az imatinib soha nem
latott eredményeket hozott a CML kezelésében; a 8 éves teljes tulélés 85%, a progresszid
gyakorisdga csupan 8%, mely az esetek tilnyomo tobbségében a kezelés elsé harom évében
fordul elo.

A gylOgyszer azonban nem minden beteg szamara hatdsos. A betegek 20-25%-a nem
mutat kivanatos mértékii terdpids valaszt, 8-10%-uk intolerdns a gyégyszerre. Az 6 szamukra
a kedvez6 tulélés nem garantdlt, felmeriil az igény hatékonyabb tirozin-kindz gatldsra. Ma
mar két mdsodik generacids tirozin-kindz gitld, a nilotinib és a dasatinib is elérheté a CML-es
betegek kezelésében, melyek az imatinibhez képest hamarabb, mélyebb terdpids vélaszt
képesek kivaltani, tilélés szempontjabdl eldnyiik vizsgélata jelenleg is zajlik.

Alapvetd fontossdgu kérdés, hogy milyen mddszerrel lehet a lehetdé legkordbban
felismerni azokat a betegeket, akik szamdra az imatinib kezelés nem elég hatdsos. Jelenleg ez
a mddszer elsOsorban a terapids valasz vizsgélata a kezelés meghatarozott idopontjaiban, mely
a csontveldi sejtek karyotipizdldsdval, valés idejii kvantitativ polimerdz lancreakcioval (RQ-
PCR), illetve fluoreszcencia in situ hibridizaciéval (FISH) torténhet.

Fontos kérdés, hogy milyen tényezOk vezetnek imatinib rezisztencidhoz. Ezek pontos
ismerete segithet a hatékony terdpids stratégia kialakitdsaban, amivel az imatinib kezelésre
nem megfelelden reagdld betegek tulélése is javithato.

Tisztazatlan kérdés, hogy a transzlokdacio kiilonbozo toréspontjainak mi a jelentésége a

betegség fenotipusdnak meghatidrozasdban. A kiillonbozd toréspontok kovetkeztében eltérd



BCR-ABLI transzkriptum €s fehérje képzddik, és bar ezek eltérd in vitro transzforméacios
potenciallal rendelkeznek, nem vildgos, hogy mi a prognosztikai jelentoségiik.

Bar 4ltalanosan elfogadott tétel, hogy a BCR-ABLI transzlokicié sziikséges és
elégséges feltétele a CML kialakuldsanak, néhany megfigyelés felveti annak a lehetdségét,
hogy a transzlokdci6 nem mindig elsddleges citogenetikai eltérés, megjelenhet kordbbi
genetikai instabilitds kovetkezményeként is. Ennek a lehetdségnek a tisztdzdsa szintén
alapvetd fontossiagu, hiszen a terdpia jelenleg csupan a BCR-ABLI pozitiv sejtek szelektiv

elpusztitisara épit.

Célkitiizések
1. A FISH szerepének meghatdrozasa a CML-es betegek nyomon kovetésében.

2. Az automatizalt FISH analizis el0nyeinek meghatarozdsa a manudlis FISH vizsgalathoz

képest a CML-es betegek nyomon kovetésének szempontjabdl.

3. Az imatinib-rezisztens esetekben a rezisztencia genetikai, illetve molekuldris hatterének

elemzése.

4. A CML-ben ritkdn eldéfordulé BCR-ABLI toréspontok prognosztikai jelentdségének

vizsgalata.

5. A masodlagos citogenetikai eltérések értelmezési nehézségeinek bemutatdsa egy CML-es

beteg kovetése kapcsan.

6. A Philadelphia-kromoszéma pozitiv (Ph+) és negativ sejtekben egyidejiileg jelentkezd,

madsodlagos citogenetikai eltérések jelentéségének meghatarozasa két CML-es beteg kapcsan.

Anyag és modszerek

Mintak
A vizsgélatok alapjat 356 CML-es beteg dsszesen 2900 csontveldi és/vagy periférids
vérmintdja képezte. A mintdk 2003 és 2011 kozott érkeztek laboratériumunkba elsosorban

Pécsrol, Szekszardrol, Szombathelyrdl, Zalaegerszegrol, Tatabanyardl, illetve Veszprémbdl.



Karyotipizalas

A csontveldi mintdkon 24, illetve 48 6rds tenyésztést kovetden, valamint tenyésztés nélkiil
végeztiink G-sdvozdassal citogenetikai vizsgdlatot. Minden minta esetén legalabb 20 metafazist
igyekeztiink értékelni. A karyotipusokat a Nemzetkézi Human Citogenetikai Nomenklatira

alapjdn irtuk le.

Fluoreszcencia in situ hibridizacié

A FISH vizsgalatokat kereskedelmi forgalomban kaphatd, kétszini, egy-, illetve
kétfuziés szonddkkal (BCR-ABL SF, BCR-ABL DF, Vysis Inc.) végeztik. A manudlis
értékelés sordn 200 sejtet vizsgéltunk, az alpozitivitds fels0 hatdrat egészséges felnOttek
mintdi alapjan, atlag + 2 SD mddszerrel hatdroztuk meg. FISH vizsgédlatra alvadasgatolt
periférias vér, illetve csontvel6i mintdkat hasznaltunk.

Az automatizalt FISH analizis egy Metafer 4.0 képfelvevo és képanalizal6 szoftverrel,
valamint egy Zeiss Axioplan2ie MOT motorizilt, epifluoreszcens mikroszképpal tortént.

A konszekutiv FISH vizsgdlatok sordn eldszor kereskedelmi forgalomban kaphato, 8-
as centromerikus szondaval (CEPS, Vysis Inc.) végeztiink vizsgalatot, majd a Metafer 4.0
rendszerrel felvételeket készitettiink a sejtekrdl, majd a jelolés eltdvolitdsat kovetden
rehibridizéacié tortént BCR-ABL DF szonddval. A kordbban rogzitett koordinatak és galéria
képek alapjan az elsO 1épésben analizdlt sejtek visszakereshetéek voltak, igy vizsgdlni tudtuk
a 8-as centromert érintd szambeli eltérések, illetve a BCR-ABLI transzlokici6 egymadshoz

val6 viszonyat.

PCR vizsgalatok

A PCR vizsgalatok reverz transzkripciot kovetden a ’Europe Against Cancer’ program
altal ajanlott primer kombinacidokkal torténtek. Kvalitativ vizsgalatkor nested PCR vizsgalat
tortént, az RNS mindségének ellendrzése ABLI 2-es és 3-as exonoknak megfeleld
primerekkel tortént.

A kvantitativ BCR-ABLI vizsgalatot Ipsogen BCR-ABL FusionQuant kittel a gyari
protokollnak megfeleléen végeztiik, reverz transzkripcidt kovetden. Laboratériumunk 2010-
ben egy orszagos standardizacios programban vett részt, modszeriink Nemzetk6zi Konverzids

faktora 0,9253.



© s,

Az ABLI kindz domén pontmuticidinak kimutatdsa direkt, bidirekciondlis
szekvendldssal tortént BigDye 1.1 cycle sequencing kit és ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems, CA, USA) automata kapillaris elektroforézis késziilék felhasznaldsaval. A jelolés
reverz transzkripciot, majd a BCR-ABLI kindaz doménjének szelektiv, heminested PCR

felsokszorozasat kovetoen tortént.

Eredmények és megbeszélés

1. A FISH szerepének meghatarozasa a CML monitorizalasa kapcsan

A FISH lehetséges szerepe a CML-es betegek kovetése sordn a bizonyitottan
prognosztikai értéket hordoz6 csontveldi karyotipizdlds kivaltdsa lehet. Ennek felderitése
érdekében a kronikus fazisi CML-es betegek kovetéses mintdi koziil 150 periférids vérminta
esetén BCR-ABL SF szonddval végzett FISH vizsgalat eredményét hasonlitottuk Ossze az
egyidOben végzett csontveldi karyotipizalds eredményével. A FISH teljes citogenetikai valasz
(CCyR, 20 metafazisbol 0 Ph+) esetén 0 — 13,0% kozotti BCR-ABLI pozitivitdst mutatott
(atlag 5,0%). Receiver operating characteristic (ROC) analizis alapjan 7%-os FISH hatarérték
bizonyult a legjobbnak a CCyR fenndlltinak, vagy hidnydnak megitélése szempontjabol.
Ezzel a hatdrértékkel 81%-os szenzitivitdssal és 84%-os specificitdssal lehetett a CCyR
jelenlétét meghatarozni a FISH alapjan.

Tekintettel arra, hogy a CCyR és a parcidlis citogenetikai vdlasz (PCyR, 20
metafazisb6l 1 — 7 Ph+) kozott jelentds az atfedés, megvizsgdltuk, hogy mi a major
citogenetikai valasz (MCyR) — CCyR vagy PCyR - és a FISH kapcsolata. 15 %-os
hatarértéket haszndlva az MCyR fenndllta 95%-o0s szenzitivitdssal és 96%-os specificitdssal
hatdrozhaté meg a periférids vérmintan elvégzett FISH segitségével, BCR-ABL SF szonda
alkalmazasa esetén.

120 periférias mintdt vizsgaltunk a fentiekhez hasonléan BCR-ABL DF szondéval. 1%
hatarérték bizonyult a legjobbnak, ezt haszndlva a CCyR fennéllta 91%-os szenzitivitassal és
96% specificitassal, 15%-os hatarérték mellett az MCyR 99% szenzitivitassal, és 90%-os

specificitdssal volt meghatarozhat6.



A karyotipizalas és az RQ-PCR eredményei is szoros korreldciét mutattak. 1% BCR-
ABLI/ABLI hatérértéket haszndlva az RQ-PCR eredmény alapjan a CCyR fenndllta ugyan
98%-o0s specificitassal, de csupan 82%-o0s szenzitivitadssal volt megbecsiilhetd. Az MCyR és a
10% RQ-PCR 0sszefiiggése szempontjabol a specificitds €s a szenzitivitds 95%, illetve 90%
volt.

A CML-es betegek nyomon kovetésének alapvizsgalata a csontveld karyotipizaldsa. A
vizsgalathoz csontveld aspirdcid sziikséges, rdaddasul a kimutathat6sdg hatdra viszonylag
magas; 14%-nyi Ph-pozitivitds az, ami 95%-os biztonsdggal kimutathat6. A teljes és a
parcidlis citogenetikai vélaszokat egyiittesen major citogenetikai valaszként kell kezelni,
hiszen néhdny szdzalékos Ph-pozitivitas esetén jelentOs az dtfedés a két kategoria kozott.

Az érzékeny, valés idejii PCR vizsgilat (RQ-PCR) egyre inkdbb teret nyer a CML
nyomon kovetésében, segitségével akar 10" nagysdgrendli rezidudlis betegség is
kimutathat6. Szdmos tanulmény alapjin a vizsgdlat szoros korreldcidt mutat a karyotipizilas
eredményével, a vizsgdlat eredménye azonban egészen eltérd bioldgiai jelentést hordoz. Az
Osszefiiggés a karyotipizdldssal csupan a kezelés elOrehaladtdval vélik szorossd; ha nincs
teljes citogenetikai vdlasz, a citogenetikai kategéridk nem itélhetok meg biztonsaggal.

A FISH sejtalapti vizsgélat, elvégezhetd akdr periférids vérmintan is. Erzékenysége
tobb nagysdgrenddel elmarad az RQ-PCR érzékenységétdl, igy azt kivéltani nem tudja. A
kimutathat6sdg hatdra a haszndlt szondatdl fiiggéen 2 — 9%. A jelenlegi nemzetkdzi
ajanlasokban nem tisztdzott a FISH pontos szerepe a CML nyomon kovetésének
szempontjabol.

Vizsgdlataink alapjan a FISH szerepe a terdpia nyomon kovetése sordn az MCyR és a
CCyR fenndlldsanak megitélése lehet. Az Eurdpai Leukémia Hal6zat ajanldsa alapjan
szuboptimadlis a vdlasz, ha a kezelés 6. honapjdban nincs MCyR, vagy a 12. hénapjdban nincs
CCyR, és terdpias kudarcnak felel meg az, ha a kezelés 12. hénapjaban nincs MCyR, vagy a
18. hénapban nincs CCyR. A madr kialakult MCyR, vagy CCyR elvesztése kedvezdtlen
prognosztikai jel a kezelés barmely idOpontjaban. A fentiek azok az esetek, amikor a
karyotipizélés sikertelensége, vagy hozzaférhetetlensége esetén a FISH alkalmazésa felmeriil.
Az MCyR, illetve CCyR meglétét FISH alapjan nagyobb szenzitivitdssal lehet megitélni, mint
RQ-PCR segitségével, igy a dragabb, vagy potencidlisan veszélyesebb kezelés bevezetését

jelentd terapids kudarc kijelentése koriiltekintObben torténhet.



2. Az automatizalt és a manualis FISH 6sszehasonlitasa

Bedllitottunk egy automatizalt mikroszképos rendszert egyfuzios BCR-ABLI FISH
szonda értékelésére, majd az automatizélt analizis eredményeit Osszevetettik a manudlis
értékelésével. Eloszor pozitiv €s negativ kontroll mintdk hasznalatdval megtanitottuk az
automatizalt rendszert a sejtek, illetve a kiilonbozo6 szinli FISH jelek megfeleld felismerésére.
A sejtfelismerést elsOsorban az Osszetapadt sejtek zavartdk, melyeket a rendszer egyedi
sejtként ismert fel. Ezek kizardsa a sejtek geometriai paraméterei alapjan konnyen lehetséges
volt, a kizaras utan a sejtfelismerés 99,9% specificitassal és 88,7%-os szenzitivitissal tortént.

A miszer a kiillonbozd szinli FISH jeleket 80,9% és 84,9%-0s pontossidggal ismerte
fel. A helytelen jelfelismerés nem vart jelszamot eredményezett a sejtekben. A nem megfeleld
jelszdmu sejtek kizdrdsa utdn a megmaradt sejtekben a helyes jelfelismerés 99,6%-os volt.

A fentieket kovetden a pozitiv és a negativ sejtek megkiilonboztetése a piros és a zold
FISH jelek kozotti legkisebb tavolsdg alapjan tortént. Az automatizalt analizis alpozitivitasa
és alnegativitasa 6,7%, illetve 5,5% volt. A manudlis értékelés esetében az értékek 5,8%,
illetve 2,7% voltak.

A tovdbbiakban 18 CML-es beteg periférids vérmintdjan végzett FISH manudlis és
automatizalt analizisét hasonlitottuk Ossze. Olyan betegek mintdit vélasztottuk, akik kis
ardnyl, a kimutathatésiagi hatar kozelében elhelyezkedd mértékli rezidudlis betegséggel
rendelkeztek. A manualis értékelést harom vizsgdld végezte, egymastol fiiggetleniil.

Az automatizalt és a manudlis értékelés eredményei szoros korrelaciot (R2 = 0,99)
mutattak, az eredmények kiilonbségeinek atlaga csupdn 3,7% volt. Az automatizalt analizis
reprodukdlhat6sdga lényegesen jobbnak bizonyult, mint a manudlisé. A hdrom manuélis
vizsgdlé eredményei kb. 20%-os tartomanyban tértek el egymadstél, a 18 minta koziil 12
esetében az egyik vizsgdlé nem értett egyet a masik kettdvel abban, hogy van-e a mintdban az
alpozitivitdsi hatart meghaladé pozitivitds. Az automatizalt analizist a manudlishoz hasonléan
haromszor 200 sejten végezve az eredmények csupan kb. 8%-os tartomdnyban kiilonboztek,
ami lényegében a mintavételi hibanak felel meg. A 18 minta koziil csupan 7 esetében nem
volt egyértelmii, hogy a minta pozitiv, vagy negativ.

A vizsgélat alapjan kijelenthetd, hogy elfogadhat6 pontossdgi automatizdlt FISH
analizis lehetséges. Bar az dlpozitivitdsi és dlnegativitdsi ardnyok nem jobbak, mint a
manudlis analizis esetében, de kikiiszobolhetd a vizsgdlok kozotti variabilitds, igy a vizsgélat
precizitisa mar 200 vizsgdlt sejt esetében is javul. Az automatizdcié a vizsgélt sejtszam

jelentds novelését is lehetdvé teszi, aminek hatart csupdn az informatikai héattér szab.



Rd4adasul, az automatizalt analizis sordn minden megvizsgalt sejtmagrol digitalis felvétel is
késziil, igy nem csak az értékelés, de a dokumenticié is megvalésul. A sejtmagok
koordinatainak rogzitésével relokalizacids vizsgdlatok is lehetévé vélnak, igy akér

immunfenotipizdlassal, vagy tovabbi FISH vizsgalatokkal is kombindlhat6 az analizis.

3. Az imatinib-rezisztencia tényezéi CML-ben

48 imatinib rezisztenciat mutat6 CML-es beteg esetében vizsgiltuk meg a rezisztencia
hatterében 4ll6 citogenetikai, illetve molekularis tényezoket. Csontveldi karyotipizdlast,
FISH-t, kvalitativ, valamint kvantitativ PCR vizsgdlatokat végeztiink. A megfigyelt
paramétereket 98 rezisztencidt nem mutaté beteg hasonl6 jellemzdivel hasonlitottuk dssze.

A Ph-transzlokéci6 tipusa, a toréspontok kozelében kialakult intersticidlis delécidk,
valamint a BCR-ABLI transzkriptum tipusa (b2a2, illetve a b3a2 téréspont) nem mutatott
eltér6 gyakorisdgot a rezisztens, illetve a rezisztencidt nem mutatd esetek kozott, igy
vélhetéen nem mutat 6sszefliggést a terapids valasszal.

A rezisztens betegek 29%-dban figyeltiink meg ABL!I kindz domén pontmutéciot. Az
irodalomban a muticiok gyakorisdga tdg tartomanyban, 21 — 90% kozott valtozik, attdl
fiiggden, hogy milyen fazisban, milyen szintli (citogenetikai, vagy hematoldgiai) rezisztenciat
vizsgaltak. A betegek csupan 13%-aban (6/48) lehetett a megfigyelt pontmutécié felelds az
imatinib rezisztencidért, hiszen a tobbi esetben késdbb jelent meg, mint maga a rezisztencia.
Nem zarhat6 ki annak a lehetdsége, hogy az adott muticié vizsgilatunk érzékenységi hatdra
alatti mennyiségben mar a rezisztencia észlelése elott is jelen volt. A rezisztencia azonban a
rezidudlis leukémids klon felszaporodasat jelenti; ha ilyenkor egy mutacié a leukémids sejtek
csupan kis hdnyadaban van jelen, akkor aligha lehet kozvetleniil felelOs a vart terdpids valasz
elmaraddsaért.

A fenti eredmény meglepd annak fényében, hogy az ABLI kindz domén mutaciokat a
tirozin kindz inhibitor rezisztencia egyik leggyakoribb okaként tartjdk szamon, de szdmos
tanulmany felveti annak a lehetdségét, hogy a muticiok nem kozvetlen okozdi a
rezisztencidnak, inkdbb a rezisztencidhoz vezetd genetikai instabilitds indikatorai.

A rezisztencidt mutaté betegek 46%-dban (22/48) a Ph-transzlokdcié mellett
megjelend, addiciondlis citogenetikai eltérés igazolddott. 14/48 esetben a Ph-kromoszéma
duplikaciojat, 1/48 esetben BCR-ABLI amplifikaciét figyeltiink meg, mely gyakorisdgok
hasonl6ak az irodalomban leirt gyakorisdgokhoz: 7/32, illetve 2/32.



Az imatinib rezisztenciat mutatd esetekben a leggyakrabban klondlis evolucid, illetve
az ABLI kindz domén pontmutdciéi mutatkoztak, de nem egyértelmili ezek oki szerepe. 14
esetben semmilyen citogenetikai, vagy molekuldris eltérést sem sikeriilt igazolni.
Feltételezhetd, hogy a nem megfeleld terdpids valasz hatterében gyakran a mindennap
haszndlandé okozé gydégyszer nem kelld rendszerességli szedése, vagy kedvezdtlen

farmakokinetikai tényezok dllnak.

4. Ritka BCR-ABLI toréspontok prognosztikai jelentésége CML-ben

Hérom olyan krénikus fazisi CML-es beteg esetét vizsgéltuk, akiknél kizdr6lag m-bcr
torésponti BCR-ABLI1 transzkriptum igazolédott. Monocytosis egyik esetben sem volt jelen.
Egyikiik interferon kezelés mellett kialakult akcelerdlt fazis miatt, a mdsik két beteg
elsévonalbeli kezelésként részesiilt imatinib terdpidban. Mindhdrom beteg esetében teljes
hematoldgiai vélasz alakult ki, &m egyikiiknél citogenetikai védlasz nem jelentkezett, 5 éves
kovetés alatt tovabbi progresszié nem tortént. A masik két beteg egyikének betegsége a
kezelés 19. honapjdban visszaesett, majd myeloblastos krizis alakult ki, a beteg a kezelés 39.
hoénapjdban elhunyt. A harmadik beteg 3 éves kovetés utdn teljes citogenetikai valaszt mutat.

Egy tovédbbi kronikus fazisi CML-es beteget vizsgdltunk, akinél p-ber toréspontd
BCR-ABL1 mRNS jelenléte igazolédott. Kezdetben interferon kezelés indult, majd emelt
dézisti imatinib terdpidra, végiil allogén csontvelO transzplanticiora keriilt sor atmeneti
javuldst kovetd blasztos krizis jelentkezése miatt. A transzplanticié utdn teljes citogenetikai
vdlasz alakult ki, &m 5 hoénappal késobb ismét blasztos krizis jelentkezett. Bar sikeriilt ujra
teljes citogenetikai valaszt elérni, a beteg szeptikus sokkban elhunyt.

A CML-es betegek tobbségében a BCR gén toréspontja a major breakpoint cluster
region-ben (M-bcr) taldlhatd, melynek kozvetkeztében 210 kDa kiméra fehérje keletkezik.
Ritkan, a betegek kb. 1%-dban a toréspont médshol helyezkedik el. Ilyen alternativ toréspontok
a m-ber (ela2 transzkriptum), ami akut lymphoblastos leukémidban gyakori, és 190 kDa
fehérjét eredményez, illetve a még ritkdbb, n-ber (e19a2 transzkriptum), ami 230 kDa tomegli
fehérjéhez vezet. A kiilonboz6 BCR-ABL1 fehérjék in vitro eltérd transzformacids
potencidllal rendelkeznek. Az irodalom alapjan m-bcr torésponti BCR-ABLI1 transzkriptum

kizarélagos jelenléte CML-ben monocytosissal, valamint kedvezdtlen prognézissal tarsul, mig
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a U-ber toréspont krénikus neutrophil leukémidhoz hasonléan a neutrophil granulocytiak
tdlsalyaval, és enyhébb lefolyéssal tarsul.

A megvizsgalt négy eset nem tdmasztja ald az irodalom alapjan feltételezett fenti
Osszefiiggéseket a megfigyelhetd fenotipus és a ritka toréspontd BCR-ABLI1 transzkriptumok
kozott. A m-ber tipust transzkriptum kizarélagos jelenléte kedvezotlen koérlefolydsra utal
tanulmanyunk alapjan, hiszen hdrom beteg koziil kettd nem ért el CCyR-t, de egyik beteg sem
mutatott monocytosist. A p-bcr toréspontot mutatd betegiink tobbszords blasztos krizist
kovetden életét vesztette.

Tovabbra sem vildgos, hogy ugyanaz a genetikai eltérés miért képes eltérd fenotipust
kivaltani, illetve, hogy mi az Osszefliggés a BCR-ABLI1 fehérjék eltéré in vitro

transzformécids képessége €s az altaluk okozott betegségek fenotipusa kozott.

5. A Ph-transzlokacié melletti citogenetikai eltérések értelmezésének nehézségei egy

CML-es beteg kovetésének kapcsan

Egy 44 éves férfi esetében a CML diagnodzisakor elvégzett karyotipizalds sordn a Ph-
pozitivitds mellett tovabbi citogenetikai abnormalitdsok igazolédtak, melyek hat kiillonb6zo
kromoszémat érintettek. A halmozott masodlagos eltérések jelenléte agressziv lefolydsu
betegséget vetitett el6. A megkezdett imatinib kezelés mellett neutro- és thrombocytopenia
1épett fel, ezért a dozist csokkenteni kellett. A kezelés 8. hoénapjdban csupan minor
citogenetikai vélasz 4llt fenn, ami szuboptimadlis valasznak felel meg, de a 20. hénaptdl teljes
citogenetikai valasz, a 60. honapt6l major molekuldris valasz jelentkezett.

Az elsd kontroll citogenetikai vizsgdlat sordn felmeriilt az eltérések konstitucionalis
jellege, ezért a karyotipizdlast periférids lymphocytdkon is elvégeztiik phorbol-acetat (TPA)
mitogén-stimuldciét kovetden. A vizsgédlat sordn valamennyi metafdzis Ph-negativitast
mutatott, a kordbban latott tovabbi eltérések azonban a sejtek 100%-dban jelen voltak. A
késobbi vizsgalatok sordn a megfigyelt eltérések tovdbbra is valamennyi sejtben jelen voltak.

Ezt kdvetden a beteg csalddjdnak hdrom genericidjat atfogva, hét csaladtag esetében
elvégeztiik a periférids lymphocytdk karyotipizaldsit. A hat kromoszomdét érint6 harom
konstituciondlis transzlokdcié hat hozzatartozoban megfigyelhetd volt, kettében két eltérés is
jelen volt, de mindharom eltérés kizarélag a beteg mintdiban volt kimutathato.

A fenti eset jol mutatja, hogy mig a FISH és a PCR-alapi médszerek a BCR-ABLI1

transzlokacio célzott vizsgdlé modszerei, a karyotipizdlds az egész genomrol szolgaltat adatot.
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A masodlagos citogenetikai eltérések prognosztikai értékelését bizonyos esetekben ritkdn
el6forduld, konstituciondlis aberrdciok nehezithetik. Egyel6re nincs adat arra, hogy a
konstituciondlis citogenetikai eltérések novelnék a malignus hematoldgiai betegségek
rizik6jat, de esetiink ravildgit annak a lehetdségére, hogy halmoz6d6 konstituciondlis
transzlokaciokat eredményezd genetikai instabilitds allhat a Philadelphia-transzlokdcid
hatterében is. Szerencsére a beteg, valamint testvérének gyermekei nem mutatjdk az 6roklott
genetikai instabilitds fokozodasat, a csalddtagokban sem CML, sem egyéb malignus betegség

nem jelentkezett.

6. A Philadelphia-pozitiv és negativ sejtekben egyidejiileg jelentkezd, masodlagos

citogenetikai eltérések jelentosége két CML-es beteg kapcsan.

Egy 50 éves férfi, és egy 40 éves nd mintdit vizsgaltuk. Mindkét beteg esetében
krénikus fazisi CML miatt imatinib kezelés indult. Mindkét beteg kezelése kapcsidn az
imatinib ddézisat dtmenetileg csokkenteni kellett cytopenidk jelentkezése miatt. A
citogenetikai nyomon kovetés sordn a két betegnél 6., illetve a 16. honapban 8-as triszomia
jelentkezett a Ph-pozitiv és a Ph-negativ sejtekben egyarant.

Mindkét beteg esetében imatinib kezeléssel csupan minor citogenetikai vélasz volt
elérhetd, ezért dasatinib kezelésre valtottak. Egyik betegnél sem volt kimutathaté ABLI kindz
domént érinté pontmutdcié. Atmeneti citogenetikai javulds utdn, mindkét beteg esetében
jelentds rezidudlis betegség volt észlelhetd 23, illetve 27 honapnyi dasatinib kezelés utan is. A
legutolsé vizsgdlatndl mind a két beteg esetében kimutathaté volt mindhdrom abnormalis
klén: a Ph-pozitiv, a Ph-pozitiv és 8-as triszomiat hordoz6, valamint a Ph-negativ és 8-as
triszomiat hordozé klén.

Interfazis FISH vizsgalattal megvizsgaltuk a két beteg mintdin a 8-as triszomia és a
BCR-ABLI transzlokécié klondlis viszonyat. Mindkét beteg esetében a nyomon kovetés korai
szakaszatol kezdve kimutathaté volt mindhdrom abnormadlis klén. A kiilonb6zd klénok
egyértelmli szelekciés elénnyel nem rendelkeztek; az id6 elérehaladtdval mennyiségi
véltozasaik egyértelmi trendet nem mutattak.

Mindkét beteg imatinibre, valamint dasatinibre egyardnt rezisztensnek bizonyult.
Felmeriil a lehetdség, hogy mindkét beteg esetében a 8-as triszOmia a Ph-transzlokéciét
megeldzéen kialakult genetikai instabilitds kovetkezménye. Ennek a lehetOsége Oridsi

jelentdségli: ha a CML-es sejtekre jellemzd genetikai instabilitds, ami gyakran tirozin-kindz
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gitlokkal szembeni rezisztenciat eredményez, nem a BCR-ABLI abnormalis tirozin-kindz
funkcigjanak a kovetkezménye, hanem a Ph-transzlokaciot megelozden jon 1étre, akkor a
gyorsan megkezdett, szelektiv BCR-ABLI gatlds sem fogja azt megsziintetni, igy terdpia-
rezisztencidra az ujabb tirozin-kindz gatlok esetében is szdmitani kell. Ebben az esetben
célszerlibb lenne a Ph-transzlokdciét megel6z6 abnormalitds felderitése, €s ennek célzott

kezelése.

Osszefoglalas

1. Meghataroztuk a FISH lehetséges szerepét a CML nyomon kovetése sordn. A
modszer segitségével akar periférids vérminta alapjan is nagy biztonsdggal meg lehet
hatdrozni, hogy fenndll-e major, illetve teljes citogenetikai vdlasz, vagy sem. A kezelés
kezdetén a szuboptimdlis vdlasz, illetve a terdpids kudarc pontosabban azonosithaté a

karyotipizélas sikertelensége esetén FISH segitségével, mint RQ-PCR-t hasznélva.

2. Igazoltuk, hogy a FISH vizsgdlat érzékenysége és megbizhatosdga javithaté az
értékelés automatizaldsival, hiszen az automatizicié a vizsgalt sejtek szdmdénak jelentOs
novelését teszi lehetové, a raforditott id0 novekedése nélkil. Raadasul az értékelok kozotti
variabilitdst kikiiszoboli. Meghatdroztuk az automatizdlt BCR-ABLI FISH analizis
rendszerének részletes specifikacidit, mely egyéb transzlokéciok, illetve genetikai eltérések

automatizalt értékelésének is alapja lehet.

3. Megvizsgaltuk az altalunk kovetett betegekben az imatinib rezisztencia hatterében
allé molekularis, illetve genetikai tényezdket. A leggyakoribb oknak a klondlis citogenetikai
evolucid bizonyult, az ABL/ kindz domén muticié az irodalmi adatokndl némileg kisebb
ardnyban volt észlelhetd. Szamos eset kapcsan azt tapasztaltuk, hogy az ABLI kindz domén
muticié nem feltétleniil okozéja az imatinib rezisztencidnak, sokszor inkdbb csupdn az

indikdtora a rezisztencia hatterében all6 genetikai instabilitdsnak.
4. Megallapitottuk, hogy a ritkan eléfordul6 BCR-ABLI toréspontok nem jelentenek

egyértelmiien kedvezdtlenebb prognézist. A kiillonbozd BCR-ABLI mRNS és a megfigyelhetd

fenotipus Osszefiiggése tovdbbra sem tisztazott.
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5. Egy CML-es beteg, és csaladjdnak vizsgélata sordn a konstitucionalis citogenetikai
eltérések lehetséges szerepére, valamint az ezek kapcsan felmeriilé differencidl diagnosztikai

nehézségekre mutattunk ré.

6. Két eset alapos vizsgdlatdval aldtimasztottuk azt a feltételezést, mely szerint a

Philadelphia-transzlokaci6 lehet masodlagos eltérés CML-ben.
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