A HAGYOMANYOS CITOGENETIKA
ES A FISH EGYMAST JOL KIEGESZITO
VIZSGALATOK GYERMEKKORI
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Gyermekkori akut limfoid leukémidban a citogenetikai vizsgdlat eredménye fiiggetlen prognosztikai té-
nyezd, kiilonbozd rizikdcsoportokba torténd besoroldsi szempont; a terdpids szerekkel szembeni érzé-
kenységet vagy rezisztencidt is befolydsolhatja. Jelen tanulmdanyunkban 30 tijonnan diagnosztizalt vagy
recidivdlt leukémids gyermek G-sdvos kariotipusdt valamint a TEL/AMLI és az ABL/BCR fiizids gén,
a p16 (9p21) tumorszuppresszor gén és az MLL gén interfdzis-fluoreszcens in situ hibridizdcié (I-FISH)
vizsgdlatdt értékeljiik. G-sdvos kariotipus-analizissel az esetek felében taldltunk klondlis kromoszoma-
elvdltozdst. Az el6bbi modszert I-FISH technikdval kiegészitve, a betegek 70%-dban azonositottunk
kérjoslati szempontbol jelentds szambeli vagy szerkezeti ALL-specifikus eltérést. Hét betegnél (19%)
a hagyomanyos citogenetikai vizsgadlat tart fel olyan komplex szerkezeti eltérést, mely a célzott I-FISH
vizsgdlattal nem volt kimutathaté. Az AML1 gén emelkedett kopiaszdma (30%) dsszhangban volt a
G-sdvval azonositott hiperdiploid kariotipusok 21-es kromoszémdt érinté szdambeli eltéréseivel. Egy be-
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G-sdvos kariotipusban csak két betegnél volt detektdlhaté a delécid. EQy betegnél a 9p21-delécié mellett
Philadelphia kromoszémdt és a 17-es kromoszéma monoszémidjdt azonositottuk. Az I-FISH és a hagyo-
mdnyos citogenetikai modszer egyiittes alkalmazdsa lehetdséget nyujt a citogenetikai kép részletesebb
azonositdsdra, a gyermekkori leukémidk progndzisinak pontosabb megitélésére és igy az eqyénre szabott
és hatdsosabb terdpia kivdlasztdsdra. Magyar Onkologia 52: 283-291, 2008
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Primary genetic abnormalities of leukemia cells have important prognostic significance in childhood
acute leukemia. In the last two years 30 newly diagnosed or recurrent childhood ALL bone marrow sam-
ples were analyzed for chromosomal abnormalities with conventional G-banding and interphase-fluo-
rescence in situ hybridization (I-FISH) using probes to detect BCR/ABL fusions, cryptic TEL/AMLI
and MLL rearrangements and p16(9p21) tumor suppressor gene deletions. G-banded karyotype analysis
found clonal chromosomal aberrations in 50% of cases. With the use of complementary I-FISH tech-
niques, ALL-specific structural and numerical changes could be identified in 70% of the patients. Nine
cases (30%) had subtle chromosomal aberrations with prognostic importance that had not been detected
in G-banded analysis. Conventional G-banding yielded additional information (rare and complex struc-
tural aberrations) in 19% of patients. The most common aberration (30%) was AMLI copy number
increase present in G-banded hyperdiploid karyotype as a chromosome 21 tetrasomy in the majority of
cases; one case displayed 5—6 copies and in another case amplification of AMLI gene on der(21) was
combined with TEL/AML1 fusion of the homologue AMLI gene and deletion of the remaining TEL
allele. High hiperdiploidy was detected in 6 cases, in one patient with normal G-banding karyotype.
TEL/AMLI fusion signals were identified in four patients. Deletion of p16 locus was found in eight cases
(23%), of which only two had cytogenetically visible rearrangements. G-banding in combination with
I-FISH has produced major improvements in the sensitivity and accuracy of cytogenetic analysis of ALL
patients and this method helps to achieve a more precise identification of different risk categories in order
to choose the optimal treatment. Haltrich I, Csoka M, Kovacs G, Fekete G. Cytogenetic and FISH
findings are complementary in childhood ALL. Hungarian Oncology 52: 283-291, 2008
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BEVEZETES

A pontos kockdazatbecslés egyre nagyobb szerephez
jut a gyermek- és serdiil6kori akut limfoid leukémia
(ALL) kezelésében, a rizikotényezokon alapuld terdpias
protokollok 5 éves eseménymentes tulélésre vonatkoz-
tatott atlagos sikeressége a 80%-ot is meghaladta (32,
40). A kiilonb6z6 rizikoécsoportokba (alacsony — LR, ko-
zepes — MR, magas — HR) torténd besorolas a klinikai
adatok (immunfenotipus, életkor, nem, kezdeti fehér-
vérsejtszam), a prednisolon-valasz, valamint a leuké-
mias sejtek genetikai elvaltozdsai alapjan torténik (41).
Ez utébbi kivételes jelentségli, mivel a citogenetikai
eltérés fliggetlen prognosztikai tényezo és a kiilonb6zd
terapias szerekkel szembeni érzékenységet vagy rezisz-
tenciat is befolyasolhatja (31).

Az AlL-specifikus genetikai aberraciok tobb mint
fele standard citogenetikai vizsgalattal kimutathato.
A rejtett rendellenességek feltdrasdban a fluoreszcens
in situ hibridizacié (FISH) (30) alapt molekularis cito-
genetikai technikdk bevezetése jelentett attorést, mely
lehet6vé tette az alacsony sdvszamu kromoszomak
vagy az osztédasra nem birhatd leukémias sejtek rend-
ellenességeinek célzott feltarasat.

A Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekgydgydszati
Klinika Citogenetikai Laboratériumaban, ALL irany-
diagndzis esetén a WHO ajanldsa alapjan a gyermekek
csontveldvizsgalatat — a hagyomanyos citogenetika
mellett — FISH technikaval is elvégezziik. Jelen tanul-
manyunkban 30 Gjonnan diagnosztizalt vagy recidivalt
leukémias gyermek G-savos kariotipusat, valamint a
TEL/AMLI1 és az ABL/BCR fuzids gén, a pl6 (9p21) tu-
morszuppresszor gén és az MLL gén interfazis-fluoresz-
cens in situ hibridizacios (I-FISH) vizsgalatat értékeljiik.

~ VIZSGALT BETEGEK
ES ALKALMAZOTT MODSZEREK

Vizsgdlt betegek

A 27 1j és harom recidivalt ALL-es beteget a Semmel-
weis Egyetem II. sz. Gyermekgyogyaszati Klinikjan
diagnosztizaltuk a klinikai, morfoldgiai, immunoldgiai
és citogenetikai adatok alapjan 2005 és 2006 kozott. A
betegek a kovetkezd FAB (4) besorolast kaptak: ALL-L1
(23 beteg), ALL-L2 (3 beteg), ALL-L1,2 (3 beteg), ALL-L3
(1 beteg) és ALL-recidiva (3 beteg). A 14 lany és 16 fiu
ALL-es beteg életkora 2-t6l 16 éves korig terjedt, 74 év
atlagéletkorral. Hat beteg T-sejtes, 24 B-sejtes (22 pre-
B-ALL és két érett B-ALL) immunfenotipusu volt. A
betegek legfontosabb klinikai adatait az 1. tdbldzatban
foglaltuk 6ssze.

Hagyomdnyos citogenetika

A diagndzis idején 24 oras stimuldlatlan tenyésztést
végeztiink a csontveldi sejtekbdl standard technikéaval
(8). GTG savozas (Giemsa-sav tripszinemésztéssel és

Giemsa-festéssel) utan az értékelést Cohu CCD kame-
raval (Herrsching, Németorszag) felszerelt mikrosz-
képpal (Axioskop 2 Mot Plus, Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Németorszag) végeztitk. A metafazis képeket
PSI Cytovision 3.6 (Scientific Systems, UK) szoftverrel
dolgoztuk fel. A kariotipust a nemzetkozileg elfogadott
ISCN 2005-6s nomenklattira (25) alapjan irtuk le 20-25
metafazis alapjan.

FISH vizsgdlatok

A FISH vizsgalatokat csontveldi sejtszuszpenziobodl a
diagnoéziskor végeztiik el. Az LSI TEL/AML1 ES, DC
(extra szignalt dupla color), az LSI BCR/ABL DC, DF
(dupla color és fuzid) transzlokdacids probakat, az LSI
pl6 (9p21) SpectrumOrange/CEP9 SpectrumGreen de-
lécids probat valamint az LSI MLL DC, BAR ,hasadt
gén” probat a Vysis cégtdl (Abbot GmbH and Company,
KG, Németorszag) szereztiik be. A TEL/AML1 és a BCR/
ABL fazids probak alkalmasak a 12p13, a 21q22-es, illet-
ve a22ql1 és 9q34 régidk kopiaszamanak azonositasara,
valamint kovetkeztetni lehet az érintett kromoszémak
aneuploididjara is. Az LSI p16 (9p21)/CEP9-es prdba 9p-
delécidt és a 9-es kromoszdma szambeli eltéréseit iden-
tifikalja. Az LSI MLL szonda a ,mixed lineage leuké-
mia” gén hasadasat azonositja. Egyes betegeknél kiegé-
szité FISH vizsgalatokat végeztiink Iso 17q (MPO/p53),
X kromoszéma Alpha satellite DXZ1, MYC/IGH t(8;14)
(OBIOgene, Franciaorszag) és CEP12 (D12Z3) Spectrum
Green (Vysis) probakkal. A FISH vizsgalatokat kisebb
modositasokkal (9) a cég ajanlasai alapjan végeztiik el.

Az eredményeket Hamamatsu C 4800 CCD kamera-
val (Herrsching, Németorszag) felszerelt fluoreszcens
mikroszkoppal (Axioskop 2 Mot Plus, Carl Zeiss Micro-
Imaging GmbH, Németorszag) értékeltiik. A FISH ké-
peket Cytovision 3.6 (Applied Imaging, UK) szoftverrel
dolgoztuk fel. A FISH jeleket 100-200 interfazisos sejt-
magban szamoltuk meg, metafazisok értékelésére csak
akkor keruilt sor, ha azok rendelkezésre alltak a hibridi-
zacios teriileten.

EREDMENYEK

Az 1. tablazatban a vizsgalt 30 gyermekkori ALL-es
beteg citogenetikai és FISH vizsgalati eredményét fog-
laltuk 0ssze. Az esetek 93%-aban értékelheté metafazi-
sokat nyertiink. Rutin citogenetikai (G-sdvos modszer)
vizsgalat soran a betegek felében, ezt molekularis ci-
togenetikai vizsgalattal kiegészitve a gyermekek 70%-
aban azonositottunk klonalis aberraciot.

A 15 koros kariotipusu esetbdl 6 hiperdiploid, 5
pszeudodiploid, egy kozel tetraploid és egy hipodiploid
volt. Gyermekkori ALL-re jellemzé specifikus hiperdip-
loid B kariotipust 4 esetben (1. tdbldzat, 11., 17, 20. és 29.
beteg) azonositottunk hagyomdnyos citogenetikaval.
A hiperdiplod B betegek kromoszémamintdzata nem
volt egységes, de mindegyikben harom vagy haromnal
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1. tablazat. A vizsgalt ALL-es betegek klinikai adatai, citogenetikai és interfdzis-FISH eredményei.
A FISH vizsgdlatokat a TEL/AMLI fiizids génre, a 9-es centromérira, a p16 (9p21) régidra,
a Philadelphia kromoszémdra és az MLL génre vonatkozdan dsszesitettiik.

Immun- Fvs.
Eset Kor/ FAB feno- szam Citogenetikai vizsgalat eredménye TEL/AML1 P16 Op21)  ABL/ MLL
nem  csoport , /CEP9 BCR
tipus x109L
1. 4/M  L1,2-LR PreB 3,6 sikertelen AML1++++ - - -
2. 5M LI-LR PreB 69,9 47,XY,del(9)(p13),+21[10]/46,XY[10] AMLIT+++ del(op21) - -
3. 14/M LI-HR TALL 356 46,XY,del(9)(p11)[10]/46,XY[12]] normalis delOp21) - -
4. 2/F L2-MR PreB 44,5 46,XX[20] normalis del(9p21) - -
5. 16/F L1-HR T-ALL 72 46,XX,1(8;14)(q24;q11)[12]/46,XX[8] normalis normalis neg -
6. 3/F LI-MR PreB 46 46,XX[21] normalis normalis - -
7. 3/F LI-MR PreB 64,2 46,XX[19],48, XX,+ marl, mar2[2] fuzio normalis - -
8. 6/M  L1-HR T-ALL 37,1 46,XY[25] normalis normalis neg neg
9. 4/F L1-SR PreB 124 46,XX[20] fazid normalis - -
0. 9M élLL'reC PreB 7,8 46,XY[23] AMLI+++/+++++ normalis  neg neg
B 51-52,XY,+X,+6,i(10)(q10),+14,+15+21,+21,+mar AML1++++ .
11. 10/M L1--MR PreB 24,1 [cp51/46,XY[18] [80/100] normalis neg neg
12. 2/M L3 Erett B 46,XY,t(8;14)(q24;932)[23]/46,XY[2] normalis normalis - -
13. 10/F L1-HR T-ALL 298,2 46,XX[20] normalis normalis neg neg
14. 9/F L1-MR PreB 29,1 46,XX[22] fazid del(9p21) neg neg
15.  6/M L1I-MR PreB 2,6 47,XY,t(1;19)(q23;p13),+5[19]/46,XY[5] normalis normalis neg neg
: 1p34,4q21,8q24,12q13,14q32toréspontokat érintd s 1
16. 10/F LI-MR PreB 1,66 Komplex 4trendez8dés,del(3)(q21),del(17)p(13) normalis normalis neg neg
17 3M LI-MR PreB 37,7 55, XY;4X+6,+10,+13,+14,+17+18,+21,+21[10)/ AMLI++++ normalis  ABL++++ neg
46,XY[10]
18.  4/M L1I-MR PreB 40,7 46,XY[26] normalis normalis neg neg
19. 13M LI-HR T-ALL 395 46,XY[20]/47XY,+mar(2] normalis del9p21)  neg neg
57 XX, +X,+4,+6,+9,+14,+17+18,+19,4+21, CEPY/
20. 3/F LI1-SR PreB 20 21[10]/46, XY[10] AMLIT++++ pl6+++ ABL+++  neg
fazio;
ALL-rec Py
2.  7M PreB 34,2- 46,XY,der(21)add(21)(q22) TEL delécio (1 neg neg
L1,2 normalis
AML1++++
22. 4/M L1,2-SR T-ALL 5,6 46,XY[21] normalis (1 neg neg
normalis
23.  7/F L1I-MR PreB 6,1 sikertelen normalis normalis neg neg
24, 7M LI-HR PreB 49,1 45,XY,inv(9)(p11q23)c,(9;22)(q34;q11),-17[21] normélis delOp21)  fuzid neg
25. 11/F élLL-rec PreB 4,1 46,XX,[21] normalis normalis neg neg
26. 11/F L1-HR PreB 49,1 46,XX[20] TEL delécid normalis neg neg
27. 11/F L1-MR PreB 20,6 46,XX[21] normalis normalis neg neg
28. 10/F LI1-MR PreB 10,5 46,XX[25] normalis normalis neg neg
56-58 XY, +X,+4,+5,+6,+8, +10,+12,+15,+17,+18, AML1++++
29. 6/M L2-SR PreB 3,6 421,421,422[cp71/46,XY[14] TELit4+ del(9p21) BCR+++  neg
g Kozel tetraploid, szerkezeti elvaltozassal (is0(9q). AML1++++++/ BCR+++
0. 1M L2MR PreB 27 Modalis kromoszémaszam 84 TEL+++ del(9p21) ABL+++ €8
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Hasznalt FISH-probak
1. dbra. Az I-FISH vizsgdlati eredmények grafikus dbrizoldsa.
A sotét szinii oszlopok a nevezett probikkal végzett hibridizdciéval
feltdrt rendellenességek szdamdt, a vildgos szinii oszlopok a keresett
specifikus eltérések szamat jelolik

[ Osszes rendellenesség ||
[] Specifikus eltérések

Esetszdm

MLL

tobb 21-es kromoszémat, szamfeletti X és 6-os kromo-
szomat azonositottunk. A hiperdiploid A betegeknél
(2. és 15. eset) a 21-es, az 5-0s volt a szamfeletti kromo-
szoma. Egy betegnél (30.) a modalis kromoszémaszam
84 volt, amely a leukémidkban ritkan el6forduld, kozel
tetraploid kariotipusnak felel meg. A hipodiploiditast
a 17-es monoszoémia okozta (24. beteg). A G-savos kro-
moszdémakon lathaté ALL-specifikus transzlokaciok (5.,
12, 15. és 24. beteg) a kovetkezdk voltak: t(8;14)(q24;q11),
t(8;14)(q24;932), t(1,19)(q23;p13) és a t(9;22)(q34;q11). Tobb
kromoszémat érinté komplex atrendezddést harom be-
tegnél azonositottunk (11., 16. és 30. eset).

A FISH-probakkal végzett vizsgalati eredmények
az 1. dbrdn lathatok. A vizsgalt betegeknél az AMLI
gén emelkedett kdpiaszama volt a leggyakoribb rend-
ellenesség (30%) (2.A dbra), mely 6sszhangban volt a

2. dbra. A TEL/IAMLI FISH-probadval feltirt rendellenességek illusztrdldsa. A. Az interfazisos magok 25%-daban lathaté AML1 gén 4 kiilonallo
képidja (piros jelek) irdnyitott a 23 G-sdvos metafizis alapjin meghatdrozott normdlis kariotipus dtértékelésére (10. beteg). Nagyobb szdmii 0sztédé
sejt analizdldsdval és a kéros metafizisok célzott keresésével igazolddott a hiperdiploid B kariotipus (B) klondlis jelenléte az 5 év utdn recidivdlt
betegnél. C. A TELIAMLI fiizids gén zold-piros FISH-mintdzatdt sarga nyillal jeloltiik. A normalis vad tipusii AMLI allélt egy nagyobb,

a rezidudlisat egy kisebb piros jel azonositja. A szabad z6ld jel az ép 12-es kromoszéma TEL génjét identifikdlja. A képen egy normdlis mintdzatii
(nyil nélkiili) sejtmag is ldthato (9. beteg). A 21. betegnél (D,E,F,G) a G-sdvos 21-es kromoszomdn ldthatd tobbletet (E dbra, fenn) a FISH vizsgdlat
az AML1 gén amplifikdciéjaként azonositotta (piros nyil). A sdrga nyillal a TEL/IAMLI fiizids gént jeldltiik (z6ld-piros jel). A derivitum 21-esen
(fehér nyil) a transzlokdcidban résztvevd piros AMLI gén ,,maradéka” ldthatd. A transzlokdcidban részt nem vevd, homoldg 12-es kromoszéma
TEL génje elveszett (a metafizis FISH-mintdzatdbdl hidnyzik a mdsodik zold jel). A G dbrdn a 12-es kromoszoma zold szinii centroméra-specifikus
(CEP12) és a TEL/IAMLI proba egyiittes hibridizdcidja szokatlan FISH-mintdzatot igazol: a fiiziés gén nem a 21-es kromoszomidn lathatd,
hanem a zold nyillal jelolt 12-es kromoszéma egyikén

G-séavos kariotipus 21-es kromoszoma tri-, tetra-, illet-
ve pentaszomidjaval. A 10. betegnél 23 metafdzis érté-
kelése normalis kariotipust eredményezett és csak az
interfadzisos magok 25%-aban lathaté 3-5 kiilonallo
AMLI szigndl vezetett a célzottan keresett hiperdip-

loid B metafazisok utdlagos azonositdsahoz (2.B dbra).
A betegség diagnozisakor hiperdiploid B kariotipust
azonositottunk. Az 6t évvel késébbi relapszus idején
a hiperdiploid B kariotipusban szerkezeti elvaltozds is
lathato volt. A 30. betegnél az AML1 gén hat kopidja
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a normdlis kariotipusii 14. betegnél. A p16 tumorszuppresszor 1égid vesztése G-sdvval csak akkor volt detektdlhatd, ha a 9-es kromoszéma révid
karjanak egy nagyobb szegmentje hidnyzott (B fent, 3. beteg). A 4. beteg G-sdvos 9-es kromoszémdin (B lent) nem érzékelhetd a delécid,
a 9p21-régiovesztést csak a célzott FISH vizsgdlat mutatta ki (C, zold nyil)

kozel tetraploid kariotipussal tarsult. A gyermekkori
ALL-re jellemzd leggyakoribb rejtett rendellenességet,
a t(12;21)-es transzlokaciot 4 betegnél azonositottuk (7.,
9., 14. és 21.) (2.C dbra). A 12-es kromoszéma egyik TEL
génjének delécidjat két betegnél detektaltuk (21. és 26.),
egyiknél ez az egyediili anomalia volt. A 21. betegnél
az AMLI1 gén amplifikacidjat detektaltuk a derivatum
21-es kromoszoman, a homolég AMLI gén a t(12,21)-es
transzlokdcidban vett részt és a homoldg 12-es kromo-
szoma TEL génje deletalddott (2.D—F dbra).

Emlitésre mélto, hogy a TEL/AMLI fazids termék nem
a megszokott helyén, a derivatum 21-esen volt lathato,
hanem a derivaitum 12-es kromoszomadra transzlokald-
dott, melyet 12-es centroméra és TEL/AMLI fuzios proba
egyiittes hibridizacidjaval igazoltunk (2.G dbra). A G-savos
derivatum 21-es nagy akrocentrikus kromoszomaformat
mutatott (2.E dbrdn piros nyillal jeldlve), csak a specifikus
FISH-préba azonositotta az AMLI gén tandem jellegd is-
métlédését, sejtenként valtozo, nehezen meghatarozhato
képiaszammal (2.D,F,G dbrin piros nyillal jel6lve).

G-savval azonosithatd, INK4 lokuszt érint6 9p-delé-
cié két betegnél fordult eld, a masik 6 esetben csak a
FISH vizsgalat identifikalta a rejtett deléciot (3. dbra).
Két betegnél (3. és 4.) volt egyediili anomalia, ketténél
(2. és 29, hiperdiplod, egynél (30. eset) kozel tetraplo-
id kariotipussal, illetve egynél (14.) a TEL/AMLI fuzios
génnel tarsult. A 24. betegnél a konstituciondlis peri-
centrikus inverzids 9-es kromoszoma 9p21-delécidjat
azonositottuk, a homoldg 9-es pedig a t(9;22)-transz-
lokacidban vett részt. Ennél a betegnél a Philadelphia
kromoszémahoz a 17-es kromoszdéma monoszomidja is
tarsult (4. dbra).

A FISH-probakkal végzett hibridizacié 9 betegnél
azonositott egy vagy tobb szam feletti kromoszdmat.
Az 1. betegnél nem sikertilt a citogenetikai vélemény-
hez elegendd metafazist 0sszegyUjteni. A talalt négy
metafazisbdl egy 58-as kromoszémaszamu volt. Ennél
a fit betegnél az interfazis-FISH vizsgalattal azonositott
négy kiilonallo6 AMLI-képia valdszintisitette a hiper-
diploid kariotipust, melyet az X-centroméra-probaval
elvégzett kiegészité FISH vizsgalat (két X-centroméra
jelenléte) is megerdsitett. A 10. betegnél a G-savos ka-
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4. dbra. A 24. beteg komplex citogenetikai eltérésének vizsgalata.

A G-sdvos kariotipizdlds (A) a 9;22-es transzlokdcio (piros nyil) mellett
a 17-es monoszomidt (zold nyil) és a 9-es kromoszéma inverzidjidt
(fekete nyil) azonositotta. A célzott FISH vizsgdlat igazolta
a Philadelphia kromoszomdt (B, sdrga nyil), a p53 tumorszuppresszor
1égid vesztését (C, egy zold 17p12-p13 Iokusz jel) és azonositotta
a pl6 rejtett delécidjit (D, két zold centroméra
és egy piros p16 I6kusz jel, a deletdlt 9-es sdrga,

a normdlis piros nyillal jeldlve)

5. dbra. A I6kuszspecifikus probdkkal végzett hibridizdcio a kevés
szdmil vagy rossz mindségii metafizisok esetén is egyértelmiivé tette
a jé prognozisii hiperdiploid kariotipust vagy metafdzisok hidnydban

kizdrta a rossz prognozisii MLL gén érintettségét. A 20. betegnél
3 piros ABL-, 3 z6ld BCR-jel (A), 3 zld 9-es centroméra, 3 piros p16

(B) 9-es és 22-es triszémidt igazol. A 23. beteg esetében
(C) az interfdzisos magokban ép MLL gén lithaté

riotipus normadlisnak bizonyult és csak a nagyobb sza-
mu interfazisban 1évé magok FISH vizsgélata hivta fel
a figyelmet a visszatérd hiperdiploiditasra. A vizsgalt
betegeknél MLL gént érint6 rendellenességet nem ta-
laltunk (5. dbra).
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MEGBESZELES

Célunk a vizsgalt 30 leukémias gyermeknél a kezelés
és a prognodzis szempontjabol kulcsfontossagu specifi-
kus citogenetikai eltérések kimutatdsa volt. A sikeres
tenyésztések ellenére a hagyomaényos citogenetikai
modszerrel csak a betegek felében sikeriilt kromoszo-
maaberraciét kimutatni. Ennek egyik oka az lehet,
hogy az akut limfoid leukémids csontvelStenyészet
altalaban nehezen sidvozhatd, szegényes morfoldgiaju
kromoszémékat eredményez. Kiilondsen a hiperdiplo-
id metafazisokra jellemzé az étlag alatti technikai mi-
néség. Eléfordulhat, hogy ,in vitro” kérnyezetben csak
a normalis sejtek osztodnak, esetleg csak a szép, ,meg-
bizhat6” metafdzisok ,vadaszdsaval” éppen a kéros
osztédasok kimaradnak az értékelésbil. Masik ok az,
hogy a hagyomaényos citogenetika nem elég érzékeny
modszer bizonyos rejtett rendellenességek kimutata-
tdsara. A G-savos technikéval nem azonosithatd aber-
racié példaul a t(12;21)-es transzlokacid, melynél kozel
azonos nagysagu €s mintdzatu kromoszoémaszegmen-
sek cserélédnek ki az érintett kromoszémak kozott, a
9p21-es mikrodeléci6é vagy az MLL gén bizonyos kro-
moszdémapartnerekkel torténd fuzidja. A hagyomanyos
és a molekularis citogenetika kombinalasaval a betegek
csaknem haromnegyedénél sikeriilt ALL-specifikus el-
térést azonositani. Az I-FISH vizsgdlat a betegek 30%-
aban tart fel a progndzis szempontjabdl jelentds rejtett
kromoszéma-rendellenességet. A G-savos kariotipiza-
lassal a betegek 19%-aban jutottunk tobbletinformaci-
6hoz. Az I-FISH gyors és érzékeny moédszer, mely le-
hetévé teszi az 0sztodo és nem osztddo sejtek egyideji
értékelését és ezdltal a normalis és kéros sejtfrakciok
aranyainak feltérképezését A G-savos Kkariotipus az
0sszkép mellett kiinduldpontot nyuijtott a célzott FISH
vizsgalatokhoz is.

A vizsgalt betegcsoportban a gyermekkori ALL-re
jellemzd, j6 prognosztikai értékii massziv hiperdiploidi-
tds a nemzetkozi adatokkal megegyezd aranyban (27%)
fordult eld (31), és egy beteg kivételével diagnosztizalha-
té volt hagyomanyos citogenetikai vizsgalattal. A hiper-
diploid B-re jellemz6 8 kromoszéma non-random triszo-
midja, melyek gyakorisagi sorrendben a kdvetkezdk: 21,
X, 14, 6,18, 4, 17,10 (16). A hiperdiploid B betegek karioti-
pusa Osszhangban volt ezzel a sajatsdgos kromoszdéma-
mintazattal. A hiperdiploid B kariotipushoz ,prekur-
zor” B immunfenotipus, a CD10 common ALL antigén
expresszidja, kett6tdl tiz évig terjedd életkor, alacsony
fehérvérsejtszam és alacsony szérum-laktatdehidro-
gendz-szint tarsul. Nagyszdmu B-sejtes, hiperdiploid B
kariotipust gyermekkori ALL eset statisztikai értékelé-
se alapjan a j6 prognosztikai hatas inkabb bizonyos ,,j6”
triszomiakkal all Osszefliggésben (27, 46), mint énma-
gaban az emelkedett kromoszémaszammal. Bizonyos
munkacsoportok a 4-es, 10-es, 17-es (12, 47) triszémia
egyiittes eléfordulasandl szamoltak be kiemelkedden jo
terapias sikerrdl, a legpozitivabb prediktiv értéket (15) a
10-es triszomia esetében figyelték meg.

A 47 és 51 kozotti hiperdiploid A kariotipusnak ko-
zepes a prognosztikai értéke, nincsenek jellegzetesen
tarsuld ,jo” klinikai értékei és a kromoszomatobblet-
mintazat sem annyira jellemz6, mint a hiperdiploid B
kariotipusnal. A 15. betegnél ALL-ben rendkiviil ritka,
rossz prognosztikai értéki 5-0s triszomiat (13) a t(1;19)-
es transzlokaciét hordozé klénban azonositottuk.

Mindkét hiperdiploid csoportra jellemzé a 21-es
kromoszéma képiaszam-novekedése, mely az altalunk
vizsgalt hiperdiploid betegek 90%-aban is megfigyelhe-
t6 volt. Eppen ezért a 21-es kromoszéma AMLI génjé-
nek képiaszama révén a t(12;21)-es transzlokacios pro-
ba kivaldan alkalmas a hiperdiploiditas azonositasara,
mivel nagyszamu interfazisos magban torténé megsza-
molasaval lehet8séget nyujt az in vitro koriilmények
kozott nem osztddo populaciok feltérképezésére.

A hiperdiploid kariotipus atlagosnal jobb prognozi-
sat a 21-es kromoszoman lévd, methotrexat-transzpor-
tert kodold gén emelkedett dozisaval is Osszefiiggésbe
hoztak (31). A fokozott génexpresszid lehetévé teszi
nagyobb mennyiségli methotrexat felhalmozddasat a
leukémias blasztokban.

Klinikankon a hiperdiploid betegcsoport alacsony
vagy kozepes rizikéja besorolasnak megfelel6 terapia-
ban részesiilt, valamennyien remissziéban vannak. A
10. beteg a recidiva utani elsé remisszioban sikeres test-
vér-donoros transzplantacion esett at.

A tobb mint 80 kromoszdémaval jellemezhetd ,kozel
tetraploid” kariotipus a gyermekkori ALL-ek 1%-aban
fordul el6. Rutin citogenetikaval nehéz diagnosztizalni,
mivel a mitézisok a rovid sejttenyészetekben gyakran
eléfordulo, gyenge morfologiaju poliploid osztddasokra
emlékeztetnek, tenyésztési , miitermékeknek” tlinhet-
nek. A 30. betegnél az I-FISH vizsgalat a magok 75%-
aban igazolta a TEL, BCR, ABL és AMLI1 gének emelke-
dett kopiaszamat, ami 6sszhangban volt a metafazisok-
ban lathaté kromoszomaszammal. Bar bioldgiailag a
kozel-tetraploiditas kiilonbozik a hiperdiploiditastdl, a
retrospektiv tanulmanyok alapjan (34) ugy tinik, hogy
a B-immunfenotipusu betegek hozzajuk hasonldan jo
prognozistiak és az alacsony rizikocsoportnak megfe-
lel6 kezeléssel gyogyithatok. A kozel-tetraploid kario-
tipust beteg klinikai értékei a hiperdiploid B betegcso-
porténal rosszabbak voltak (2,7x10° L fehérvérsejtszam,
magasabb életkor), a G-savos kariotipusban klonalis
szerkezetelvaltozas is lathat6 volt, az I-FISH vizsga-
lat 9p21-delécidt azonositott. A beteg kozepes rizikdju
csoportnak megfeleld terapiaval jelenleg remisszidban
van.

A gyermekkori B-sejtes ALL leggyakoribb rejtett
transzlokacidjat, a t(12;21)-et a betegek 13%-aban azo-
nositottuk. Ez az arany megegyezik néhany nagy eset-
szamot atfogd tanulmanyéval (1), de a 20-25%-o0s el6-
fordulasi gyakorisag az altalanosabb (10, 17, 22, 39).
A transzlokacioban a 21q22 régidban térképezett a Core
binding factor a (CBFA2) néven is ismert akut myeloid
leukemial (AMLI) nevili gén, valamint a 12p22 régio-
ban azonositott ,ETS-like gene” (ETV6) vagy TEL gén
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vesz részt. A keletkez6 hibrid génben a TEL promoter
régid és helix-loop-helix domén kapcsolédik az AML1
gén DNS-kot6 és transzaktivacios doménjéhez. A TEL
transzkripciés modulator, az AML1 gén a CBFa-CBFf3
transzkripcidés komplex , a” alegységét kddolja és sza-
mos vérképzéssel kapcsolatos gén transzkripcios akti-
vatora. A fizids protein az AMLI-target gének rendel-
lenes szabalyozasaval valtja ki a leukémias folyamatot.
Ez a nemrég azonositott (38) transzlokacié altalaban
kedvez§ életkorral és klinikai jellemzdkkel tarsuld, jo
prognosztikai értékii elvaltozas (45). Az els6 tanulma-
nyok a TEL/AMLI1-pozitiv betegek tartosabb komplett
remisszidjarol (56 vs. 26 honap), de a késéi relapszus
veszélyérdl szamoltak be (42, 43). Hosszabb kovetés-
rél szo6lo atfogd tanulmanyok azonban csak az utdbbi
években sziilettek. A retrospektiv tanulmanyok alap-
jan a TEL/AMLI1-pozitiv gyermekek relapszusmentes
tulélése fligg a rizikocsoportokba torténd besorolasi
szempontoktol és az alkalmazott terapias protokolltol
(21). A TEL/AMLI-pozitiv limfoblasztok rendkiviil ér-
zékenyek az L-aszparaginazra, de jol reagalnak a szte-
roidokra és a vincristinre is (19, 36). Azok a TEL/AMLI-
pozitiv gyermekek, akiket olyan terapias protokoll sze-
rint kezeltek, mely az intenzifikacios kezelés alatt tobb
L-aszparaginazt tartalmazott, elérték a 97%-os 6téves
Ossztulélési ratat (20). A transzlokacidhoz gyakran tar-
sul a homoldg TEL gén delécidja, melynek funkcidvesz-
tése a leukémias transzformacié folyamataban jatszhat
szerepet (48), a terapia sikerességét lényegesen nem be-
folyasolja (33). A TEL-delécid egy betegnél — aki jelen-
leg remisszidban van — egyediili anomalia volt, a masik
betegnél negativ prognosztikai hatasu elvaltozasokkal
tarsult (a 26., illetve a 21. betegnél).

Egy TEL/AMLI1 faziés gént hordozo betegnél pl6-
deléciot is azonositottunk (14. eset), eddig harom ilyen
esetrdl jelent meg irodalmi kozlés (1, 2, 29). A pl6 tu-
morszuppresszor gén hidnya apoptdzisgatld és ke-
morezisztenciat kivalté hatasaval mindenképpen csok-
kenti a TEL/AMLI-transzlokacié pozitiv prognosztikai
hatasat (29).

A TEL/AML1-pozitiv betegek, egy kivételével, ez
idaig teljes remisszidban vannak. A 21. beteget elve-
szitettiik. Ennél a betegnél a t(12;21)-es transzlokacio
sem volt szokvanyos, mivel a TEL/AMLI faziés termék
a 12-es kromoszoma rovid karjanak terminadlis végére
transzlokalddott és a transzlokacioban résztvevo gének
homoldgjai is érintettek voltak. Az egyik 12-es kromo-
szoma TEL génje és az egyik 21-es kromoszéma AML1
génje a TEL-AMLI-fuzidban vett részt, mikdzben a ho-
moldég TEL gén deletalodott és a homolog 21-es AML1
gén amplifikalddott a derivatum 21-esen. A 21-es int-
rakromoszomalis amplifikacié (IAMP21) azonositasa
csak Gjabban, a FISH mddszer alkalmazasa ota valt
lehetévé (11). A Mitelman adatbazisban (26) szerepld
esetek zOmét az utobbi 2-3 évben irtak le, és csak egyet-
len olyan esetet regisztraltak, ahol az TEL-AMLI fuzi-
0s gén az AMLI1 gén amplifikacidjaval tarsul (24). Az
amplifikacié a TEL-AMLI1 gyari probaval metafazisos

kromoszémakon biztonsaggal kimutathatd, azonosi-
tasa azért fontos, mert ez a citogenetikai elvaltozas a
tobbi klinikai értéktdl fliggetlen negativ prognosztikai
mutatd, magas rizikéju (HR) besorolds szerinti kezelést
és lehetdleg az elsé remisszidban torténd csontveld-
transzplantaciot igényel (28). Mivel az iAMP21 az at-
lagosnal haromszor nagyobb relapszuskockazattal és
szignifikansan alacsonyabb esemény nélkiili tuléléssel
(EFS; 29%) jar, a gyermekkori B-sejtes ALL 1j kiilonalld
citogenetikai alcsoportjaként hataroztak meg (28, 36,
37). Betegiinket a harmadik recidiva utan veszitettiik el
a betegség progresszidja miatt, transzplantaciora alkal-
mas donora nem volt.

Az I-FISH optimalis technikanak bizonyult a 9p-
mikrodelécié detektaldsara is (3. abra). G-savos karioti-
pus-elemzéssel a betegek 7%-aban, I-FISH vizsgalattal
20%-aban azonositottuk a pl6-deléciot. A 9p21 régidban
kédolt INK4 fehérjék (pl6INK4a, pl6INK4b, pl4ARF) a
sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo ciklinfiiggd
kinadzgatlé csoportba tartoznak. Funkcidvesztésiik
lehet&vé teszi, hogy a retinoblastoma és a TP53 tt ellen-
6rz0 pontjain a sejtek génhibaval egyitt akadalytalanul
tovabb jussanak és osztddjanak. A pl6-delécié ismert
human tumorokban, leukémiakban viszonylag ritka,
gyermekkori (elsésorban a T-sejtes) ALL-ben egyike a
leggyakoribb rejtett rendellenességeknek. A vizsgalt
betegeknél a pl6-delécié volt a masodik leggyakoribb
rendellenesség, de egyeldre nem elég hosszu a kovetési
id6 ahhoz, hogy prognosztikai hatasat értékeljiik. Az
a tény, hogy a delécié hétbdl 6t betegnél mas citogene-
tikai eltérésekkel tarsult, igazolja azt a feltevést, hogy
a delécié olyan masodlagos elvaltozas lehet, mely a
betegség progresszidjaban jatszik szerepet (18).

Az eddigi irodalmi adatok a delécié prognosztikai
hatasaval kapcsolatosan ellentmondasosak (23), ami
azzal allhat Osszefliggésben, hogy a delécios statusz a
sejtek kemoterapias szerekkel szembeni érzékenységét
is befolyasolja (6, 44). A delécié gyakran tarsul hatra-
nyos klinikai adatokkal (magas fehérvérsejtszam, T-im-
munfenotipus, mediasztindlis érintettség), ilyenkor az
eseménymentes tulélési rata az atlagosnal rovidebb (14).
A leggyakoribb relapszust a bi-allélikus delécioknal
figyelték meg. A deléciét hordozo és HR besorolasa
betegeknél az alternativ terdpia (8ssejt-transzplantacio)
mar az els6 remisszidban megfontolandd (5).

A gyermekkori leukémidkban viszonylag ritkan (3%)
el6forduld Philadelphia (Ph) kromoszoma negativ prog-
nosztikai hatasa a gyermekek esetében mérsékeltebb,
mint a felnétteknél. A kdzelmultban bevezetett transz-
lokacio-specifikus kezelés (imatinib-mezilat) kemote-
rapiaval kombindlva egyre hosszabb eseménymentes
tulélést biztosit. A Philadelphia kromoszéma-pozitiv
hétéves gyermeknél a fokozott tirozinkinaz-aktivitasa
BCR-ABL fuzids gén negativ prognosztikai hatasat két,
anormalis vérsejtek képzddésében kulcsszerepet jatszo
tumorszuppresszor gén, a p53 és pl6 elvesztése sulyos-
bitotta, a beteg életkora pedig enyhitette. A Ph kromo-
szoma prognosztikai hatasa életkorfiiggd, a negativ ha-

ISSN 0025-0244 © Akadémiai Kiadé, BUDAPEST « Magyar Onkolégia 52:283-291, 2008 * DOI: 10.1556/MOnkol.52.2008.3.6

Eredeti kozlemény

289



Eredeti kozlemény

290

HALTRICH ES MTSAI

tas az életkorral nd, legsikeresebb terdpias eredményt
az 1-9 éves életkor kozotti betegeknél értek el (3). E be-
teg ALL-BFM-IC-2002 protokoll HR szerinti kezelésben
részesiilt, jelenleg remisszidban van.

Az interfazis-FISH vizsgalatot optimalisnak tart-
juk a gyermekkori ALL citogenetikai vizsgalatanak
kiegészitésére. Az I-FISH a hagyomanyos citogeneti-
kanal érzékenyebb mddszer, kevés mintabol, osztodo
és nem 0sztddo sejtekbdl egyarant lehet6vé teszi a
specifikus aberracidk azonositasat, alkalmas a G-sa-
vos kariotipus megerdsitésére és esetleges korrekci-
Ojara is. Mas mddszerek, mint példaul a CGH vagy
a multicolor-FISH is célravezetdek a rejtett szambeli
és szerkezeti rendellenességek feltarasara. Csakhogy
a multicolor-FISH a mitotikusan aktiv sejtek értékelé-
sére ad lehetdséget, a CGH elemzéssel a kisebb koros
populéciot a nagyobb, normalis populdcié maszki-
rozhatja.

A gyermekkori ALL genetikai eltéréseinek azonosi-
tasdhoz az alkalmazott FISH-prébak informativak vol-
tak. A TEL/AMLI1-proba segitségével identifikaltunk
két jo prognozisu betegcsoportot, a 12;21-es transzloka-
ciét hordozot és a hiperdiploidot, melyek a betegek ko-
zel felét érintették. A proba hasznosnak bizonyult egy
kozismerten jo prognézisu (TEL/AMLI1-fazid) és egy
negativ prediktiv értékid elvaltozas 1AMP21) szimul-
tan eléfordulasanak azonositasara is. Az MLL- illetve a
BCR/ABL-probakkal a rossz prognézisd, hagyomanyos-
tdl eltérd terapiat igényld genetikai eltéréseket tudtuk
kizarni. A CEPY/pl6-prébaval 6 esetben azonositottunk
rejtett delécidt, a 9p21 tumorszuppresszor régio elvesz-
tése volt a masodik leggyakoribb rendellenesség. Bar a
prognosztikai hatasara vonatkoz6 adatok nem egybe-
hangzdak, a tobbi klinikai adat fliggvényében fontos
koérjoslati tényez6. Az I-FISH vizsgalat kiegészitette és
megerdsitette a G-savos citogenetikai eredményeket, a
kettd egyiittes alkalmazasa a gyermekkori leukémiak
genotipus-meghatarozasanak hatékony és korszeri
eszkoze. Ugyanakkor a FISH alkalmazasakor figyelem-
be kell venni a technika korlatait is: nem az egész kario-
tipusrol kapunk informaciét, hanem csak célkérdések-
re célvalaszokat, a kromoszomak kozti aberraciok azo-
nositasahoz elméleti és/vagy elézetes kariotipizalasbol
szarmaz6 informaciok sziikségesek.
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