XXXII. OTDK BIOLOGIA SZEKCIO

Kromoszomaszam-valtozasok és kromoszomalis

instabilitas magas hiperdiploid pre-B-sejtes gyermekKkori

akut limfoblasztos leukémias betegeknél

Keszitette:
Varga Daniel
Biologus MSc hallgato

Témavezetok:
Dr. Matics Robert
Prof. Dr. Pajor Laszlo

Pécsi Tudomanyegyetem

Pécs, 2015.



Tartalom

BEVEZEIES ...t 3
CRIKILUIZES ...ttt bbbt bbbt bbbt h e et e et e bbbt bt et e e 5
Anyagok €8 MOASZETEK. ........eiuiiiiiiiiiite bbbt 6

IMIIIEAK .t b bbbt 6

FISH PIODAK ..ottt 6

A MiFISH mintak €rt€KelESe. ... ...oiviiiiiiiiiiiiiic s 7

StatiSZHIKAL €1EMZES ......eoviiiiiiiiie s 8
EredmEnyek ... .ccvviiiiiiiiie e 9
DISZKUSSZIO. ...ttt 15
OSSZELOGIAIAS ....v.vevvie ettt bbbt 17
KOSZONGINYIIVANTIAS ...ttt 18
[rodalomIEEYZEK .....c..eiiiieiii s 19
FUGEEICK ...ttt b e b e et e nn e s 23
Tételes szerzO01 hOZZAJATULAS ........ooveiiiiiie e 29



Pilyamunkam nagy mértékben hagyatkozik a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai
Kozpont Pathologia Intézetében késziilt publikaciora:

Alpar D, Pajor G, Varga P, Kajtar B, Poto L, Matics R, Vojcek A, Ottoffy G, Szuhai K,
Pajor L.: Sequential and Hierarchical Chromosomal Changes and Chromosome
Instability are Distinct Features of High Hyperdiploid Pediatric Acute Lymphoblastic
Leukemia. Pediatr Blood Cancer 2014;61(12):2208-14.

Bevezetés

Mar az 1970-es években meghatarozasra keriilt a hiperdiploid (HD) pre-B gyermekkori
akut limfoblasztos leukémia (B-pALL), mig a magas hiperdiploid (HeH) kategoria csak a 80-
as évek kozepe tajan kiiloniilt el a hagyomanyos citogenetikai analizis (CCA), valamint a
DNS-citometria felhasznalasaval [1-10.]. Késobb, a kezelésre adott valasz alapjan, az
alacsony hiperdiploid (HeL) kategoria is elkiiloniilt. A két alcsoportot a modalis szdm (MN)
alapjan kiilonboztetik meg, mely az alacsony hiperdiploidok esetében 47-50 kromoszomat
jelent, mig a magas hiperdiploid alcsoport esetében ez 51-67. B-pALL betegek esetében ez
utobbi csoportnak a legnagyobb az el6fordulasi aranya, mintegy 25-30% [11-13]. A HeH
alcsoport tovabb rétegezhetd. Egyes betegek, melyek DNS-indexe (DI) nagyobb, mint 1,16,
modalis szamuk 56 és 67 kozotti, haromszoros triszomiat hordoznak (TT; +4, +10, +17) vagy
duplén triszomiasok (DT; +4, +10), esetleg egyszeresen triszomidsok a 18-as kromoszoma
tekintetében, lényegesen nagyobb eséllyel gydgyulnak ki a betegségbdl, igaz, ezeknek a
kérdéses jelenségeknek a megvalaszolasara még nem sikeriilt konszenzusra jutni [14-17].
Nemrégiben fény deriilt arra is, hogy azoknak a HeH betegeknek, akiknek modalis szama 58,
lényegesen jobb a prognozisuk, mint barmely mas citogenetikailag elkiilonitett alcsoporté,
vagy azoké, akik ugyanebben az alcsoportban szintén magas modalis szdammal és tripla
triszomiaval rendelkeznek [18-19]. Ezek az adatok mind azt jelzik, hogy a kromoszdéma-
aberraciok elsddleges jelentésii tényezdk a betegség folyaman.

A kromoszomak nem-véletlenszerli nyer6désének patogenetikai kovetkezményei nem
ismertek [20]. Mechanizmusukrol javarészt semmit sem tudni, legalabbis az eddigi adatok
ellentmondasosak, mivel kialakuldsuk okat négy, csak részben atfedé elméleti vonal is
megkisérli magyarazni. Az els6 megkozelités azt feltételezi, hogy a kezdeti haploid-kozeli
allapotot a kromoszdémaszett megdupldzodasa koveti, a masodik az elébb tetraploidizacioval
megsokszorozddott kromoszomak némelyikének késObbi elvesztésével magyardzza a

betegség kialakuldsat. Egy tovabbi elmélet szerint az egymast kovetd sejtosztodasok soran
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szekvencialis kromoszomanyerések zajlanak, mig az utols6 elmélet egyetlen aberrans mitdzis

soran egyidejiileg kialakulé kromoszomak megjelenését feltételezi (1. abra) [21-24].

A B
Tl T Lo FT0) [T T
~ TN o~
| I s
~ -
Lo e [
- N =
Jlos Co e [
LN L
Mo FILT] [ T
c

1. abra: Négy elmélet a kromoszémaszam-valtozasokra. A: kezdeti haploid-kozeli allapot, majd duplikacié; B:
tetraploidizacid, késébb egyedi kromoszomavesztések; C: az egymast koveté mitézisok soran szekvencialis nyerések;
D: szimultan nyerések kromoszémanként (Paulsson et al.[23]).

Jol ismert tény, legalabbis az 51-54-es modalis szdmmal rendelkez6 HeH B-pALL
betegek esetében, hogy a 4-es, 6-0s, 10-es, 14-es 17-es, 18-as, 21-es és X kromoszomak a
legérintettebbek a nyeréseket illetden, kozel 100%-0s incidencidval és gyakorta 21-es
tetraszomiaval [12, 25]. Osszességében, a mai prenatalis patologiai szakirodalomban a HeH
B-pALL kialakuldsdnak okaként az egyetlen rendellenes mitozis miatt egyidejlileg kialakuld
tobbletkromoszomak megjelenését (4. elmélet) szokéas emlegetni, nem pedig a kromoszomalis
instabilitast (CIN) [13, 25].

A nyolc leggyakrabban érintett kromoszoma kopiaszamanak eltéréseit (CNAS)
vizsgaltuk 89 kezeletlen HeL és HeH B-pALL beteg csontvelomintdjanak kiilonallo sejtjeiben
2x4 szinli multitarget interfazisos fluoreszcens in situ hibridizacié (MiFISH) és szamitogépes
mikroszkopos munkadllomasanak segitségével. A nyolc paraméteres korrelalt adatok nem
csak a kromoszomanyeréseknek €s a kromoszomalis instabilitasnak hierarchikus vizsgalatat
tettek lehetdvé szamunkra, hanem a klonalis heterogenitdsét és evolucioét is, melyekbdl

kovetkeztetni lehet a kromoszémanyerések patomechanizmusara.



Célkitiizés
Kutatasunk célja:

e tisztazni, hogy a hiperdiploid pre-B-sejtes gyermekkori akut limfoblasztos

leukémia mely pathomechanizmussal alakul ki:
> kezdeti haploid-kozeli allapot, majd duplikacio,
> tetraploidizacio, késébb egyedi kromoszoémavesztések,
» az egymast kovetd mitozisok soran szekvencialis nyerések,
» szimultan nyerések kromoszémanként;

e megvizsgalni, hogy a  kromoszomanyerések  véletlenszeriiek  vagy

hierarchikusak-e;

e képet kapni a maladaptiv radiaci6 és a szelekcid szerepérél a B-pALL

“y ey



Anvagok és modszerek

Mintak

Osszesen 214 B-pALL csontveldi sejtminta keriilt vizsgalatra, melyek kdzt a nemek
aranya 105 n6 és 109 férfi volt, az atlagos ¢életkor pedig 5,9 év. A betegség 194 esetben de
novo, 20 esetben pedig visszaesO allapotu volt. A tanulmanyhoz jovahagyasat adta a Pécsi
Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontjanak Etikai Bizottsaga, tovabba irdsos beleegyezésiiket
a paciensek sziilei vagy gyamjai. A vizsgalat megfelelt a Helsinki Nyilatkozatban elvartaknak.
A diagnozis a Pécsi Tudomdnyegyetem Klinikai Kozpontjdnak Patologiai Intézetében,
morfologiai, fenotipusos és genotipusbeli kritériumok szerint zajlott [26,27]. Csak azon
mintak elemzése folytatodott, amelyek hiperdiploid (HD) statusztiak voltak és negativak a
t(9;22)(q34;q11.2) (BCR-ABLI génfuzio), t(v;11q23) (MLL atrendez6dés), t(12;21)(p13;q922)
(ETV6-RUNXI génfuziod) és a t(1;19)(q23;p13.3) (TCF3-PBX1 génfuzio) kariotipusra.

FISH probak

Laborunkban rendelkezésunkre alltak a 4-es, 6-0s, 10-es, 17-es, 18-as és X
kromoszomak centromer jel6lési szonddi (CEP), mig a 14-es és 21-es kromoszémakhoz
l6kuszspecifikus azonositokat (LST) terveztiink a http://www.ensembl.org/,
http://genome.ucsc.edu/, http://projects.tcag.ca/efish/, és a http://bacpac.chori.org/ oldalak
informaciodi és szoftverei segitségével [28-34]. Korabbi Gsszehasonlitd genomi hibridizacios
illesztéseink alapjan azok a BAC klonok keriiltek kivalasztasra, melyek a 14-es kromoszdéma
(25,309,486-26,165,333) és a 21-es kromoszoma (38,801,781-39,646,010) stabil régioit
lefedték. A CEP és LSI probak szenzitivitasat és specificitasat valamint jelmindségét
0sszehangolt iranyelvek szerint vizsgaltuk metafazisos preparatumokon [35]. A probak és a
fluorofor jel6l6k kiilonb6z6 kombinacidit interfazisos FISH-sel teszteltiik, hogy a reakcio
koriilményeit (FISH-jelek intenzitasat, fluoreszcencia erésségét, a proba mennyiségét és
hibridizacigjat) optimalizaljuk. A fentiek eredményeként az els6 szett probai a CEP4 (vorods),
a CEP6 (zold), CEP10 (aqua) és a CEP18 (arany), mig a masodik készlet probai az LSI14
(vOros), az LSI21 (zold), a CEP17 (aqua) és a CEPX (arany) voltak (2. dbra).



Elso hibridizaciods szett
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o
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2. abra: A célsejtek 2x4 iFISH jelolései. A: az els6 szett (CEP szett) probai a CEP4 (voros), a CEP6 (zold), CEP10
(aqua) és a CEP18 (arany). B: a masodik szett (LSI & CEP szett) probai az LSI14 (voros), az LSI121 (zold), a CEP17
(aqua) és a CEPX (arany). DAPI: magfestés. (Alpar D. et al. [36])

A MiFISH mintak értékelése

Minden egyes tobbszinii jelolés utan a metszeteket Zeiss Axioplan-MOT 1I. (Feldbach,
Németorszag) segitségével elemeztik. A mikroszkop fel volt szerelve egy szamitogép-
vezerelte, motorizalt szkenneldallomassal, egy X-Cyte fém-halogenid lampaval, mely a fényt
kvarc optikai szalakkal transzmittalja, szlir6kkel tovabba egy hiitétt CCD kameraval. A
rendszert a MetaCyte és Isis modulokbdl 4ll6 Metafer 4.0 szoftver kontrollalta (Metasystems
GmbH, Altlussheim, Németorszag). Miutan a négy proba elsd szettje hibridizaciora keriilt, a
metszeteket a fentebb leirt alapvetd sejtmag felismerd morfometriai paraméterek alapjan
azonositottuk, és mintdnként 1000 6nalldé magot rogzitettiink a DAPI csatorna képei ¢€s a
pontos 3D-s koordinatdk alapjan [37,38]. A jelz6 mintdk értékelését kézzel rogzitettiik a
felvett populdcidkon és az elemzést addig folytattuk, amig legalabb 300 mag vilagos jelzése
nem keriilt rogzitésre (mind a négy jelzécsatorna esetén). Egy vagy tobb csatorna elégtelen
jelzése esetén a sejtet kizartuk a tovabbi vizsgalatbol. A FISH probak masodik hibridizacioja
utan, a metszetek vizsgalata a korabban azonositott sejtek félautomata athelyezésével tortént,
amelyek lehetdvé teszik a nyolc proba iFISH vizsgalatat az egyes sejtek szintjén. Az adatok
elemzése soran csak azokat a sejteket vettiik figyelembe, melyek legalabb egy értékelhetd

jelet mutattak mind a nyolc proba esetében. A kontroll kisérlet soran 19 egészséges dnkéntes
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hatszaz periférias vérsejtjét hibridizaltuk pontosan ugyanazokkal a 2x4 DNS-markerekkel,

majd harom képzett kutato fliggetleniil értékelte az egyes kromoszdmakat.

Statisztikai elemzés

A jel pozitivitas cut-off értékeinek meghatarozasara Poisson-eloszlas alapjan keriilt sor
(SPSS 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL) a normalis diploid kontrollsejtek alapjan a fent leirtak
szerint. A beteg mintdk esetén az aneuploidia kombinaciokat tekintettiik relevdnsnak, ha
minden aneuszOmia szint a kijeldlt cut-off értéken tlinak bizonyult. A klonalis evolucio
matematikai modellezésére klaszter- €s halozatanalizis szoftvereket (MEGA 5 és NETWORK
4.6.1.) hasznaltunk, Steiner-fa paramétereket szamitottuk [39,40]. A Klaszter- és halozati
elemzéseket a betegek mindkét alcsoportjaban elvégeztiik, betegenként figyelembe véve az
Osszes egyedi szubklont, vagy csak azokkal dolgoztunk, amelyeket legalabb két sejt

reprezentalt.



Eredmények

Kétféle szubklont azonositottunk a leukémias mintakban: (i) olyan szubklonokat,
amelyeknél az 6ssz-kromoszoémaszam azonos, (ii) illetve olyan egyedi szubklonokat, amelyek
olyan sejtek csoportjaként definialhatok, amelyek tokéletesen azonos Kkonstellacioval
rendelkeznek a nyolc vizsgalt kromoszémat tekintve, a 2x4 iFISH vizsgalat alapjan. A
kromoszémaszam alapjan definidlt szubklont ennek megfelelden tobb egyedi szubklon
alkothatja. Elészor a kromoszomaszam novekedése alapjan definialt szubklonok keriiltek
elemzésre paciensenként,, Minden egyes leukémids minta esetében megkaptuk azon
szubklonok el6fordulési gyakorisagat, melyek kiilonfélék kromoszomaszam és modalis szdm
(MN) tekintetében, amely ugy definialhatd, mint a leggyakoribb klon kromoszémaszama.
Mivel ebben a tanulméanyban csak nyolc kromoszdma kertilt vizsgélatra, az iMNg megjelolést
(az MN értéke az interfazisban, FISH-sel azonositott nyolc kromoszoéma esetén) vezettiik be,
megkiilonboztetendd ezt az MN értéket a hagyomanyos, metafdzisos analizis soran
meghatarozott MN értékt6l. E paraméterek szerint, a 214 leukémias mintabol 89 (41,6%)
ahogy az fentebb leirtuk. Ezek koziil 36 (a HD betegek 40,4%-a illetve az 6sszes betegl16,8%-
a) volt HeL (iMNg 47-50), mig 53 (a HD betegek 59,6%-a és az Osszes beteg 24,8-a) volt
HeH (iMNg 51-67, a legmagasabb MN ¢érték a sorozatban 62). Az iMNg értékek bimodalis

bizonyult hiperdiploidnak (HD, iMNg > 47) rekurrens genetikai rendellenességek nélkiil,

eloszlast mutattak, a HeL csoport esetében 47-es, HeH esetében 55-0s csuccsal (3. abra).
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3. abra: Az iMNj értékek bimodalis gyakorisagi eloszlasa a 89 HD leukémias mintaban. Jol megfigyelhet6 a 47-es HeL
és az 55-6s HeH csucs, koztiik a 49-50-es arokkal. (Alpar D. et al. [36])
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Az egyes célkromoszémak kromoszomalis instabilitdsa (CIN) is vizsgalatra keriilt a
betegeknél az iMNg fiiggvényében a Hel és HeH B-pALL mintak kozott. Az egyedi
szubklénok alapjan minden egyes kromoszoma modalis kromoszémaszama (M)
meghatarozasra keriilt, ezen feliil azon sejtek frakcidjat (F) is szédmoltuk, amelyek
kromoszomaszama kiilonbozik az elobbiekétol. Az atlagos CIN érték (azaz az eltérd sejtek
aranya) a HeL és HeH mintakban 0,13 és 0,23 volt (0,01 - 0,46 és 0,04 - 0,45 rangeben) az
egyes betegeknél mind a nyolc kromoszéma tekintetében, illetve 0,07 - 0,20 és 0,16 - 0,30
range-ben a specifikus kromoszoémakra azoknal a leukémiasoknal, melyeknél valtozo volt az

IMNg érték.

A sejtek kromoszomaszamanak vizsgélata feltarta, hogy az atlagos szubklonszam a HelL
¢s HeH leukémias mintak kozott 6,9 illetve 10,2 volt. Ebben a két csoportban a dominans
szubklonok alkottak atlagosan a tumor sejtek 49, valamint 34%-at (1. és 2. kiegészitd
tablazat). A kiilonbozé leukémias mintdk szubklonjainak gyakorisagi eloszldsa harom
mintazatot mutat: (i) a haranggorbe alaku eloszlas, mely lehet keskeny vagy széles alapu; (ii)
mas esetekben a koztes szubklonok fokozatossaga figyelhetd meg a HeL és HeH allapotok
kozott; és (ii1) az esetek egy jelentds részében egyértelmiien bimodalis mintdzat lathaté a HeLL
¢s HeH szubklonok tobbletével (1.A kiegészité abra). Kiilonleges kapcsolatra deriilt fény az
IMNg, a szubklonok tipusai és a kromoszomakra vetitett modalis szam k6zott. Nem figyeltiik
meg sem a kozel-tetraploid sem a kozel-haploid leukémia kozvetett jeleit. A HeH leukémias
gyljtemény négy visszaes0 leukémiast is tartalmazott. Mindegyik esetben kiujultak
ugyanazok a fenotipusos jellemzdok, de egyikiiknél sem volt ugyanaz az iMNg. A
kovetkezOket figyeltiik meg: ID1 és 2 esetében az iMNg 56 az 54 ellenében; IDS és 6 esetén
53 vs. 54; ID7 és 8-nal 54 vs. 52; mig ID9 és 10 esetében 55 vs. 57. Annak érdekében, hogy
kideriiljon: az egyedi kromoszomaszettek hozzarendelhetdk-e az iMNg értékhez, az egyes
kromoszémak nyerddéseinek gyakorisagi eloszlasat vizsgaltuk meg. A HeH csoportban,
kiilonosen az iMNg 51-54 csoportnal, az egyes, azonos iMNg értékii leukémiasok kiilonbozo
kromoszémai az aneuploidia rendkiviil széles gyakorisagi értékeit mutattak (0-10%-t61 80-
100%-ig), kiilondsen a 4-es, 6-0s, 10-es, 14-es, 17-es, és kisebb mértékben a 18. kromoszomat
illetden. Ez a 2l-es és az X kromoszoma esetében nem volt megfigyelhetd. A HeL-
csoportban, a vizsgalt kromoszémak szintén valtozd nyeréseket mutattak, de alacsonyabb

gyakorisaggal (3. kiegészito tablazat).

10



Ahhoz, hogy az egyes leukémids mintdk kromoszomanyeréseinek konkrét sorrendjét
tisztazzuk, az egyéni szubklonok felhasznalasaval klaszteranalizist hajtottunk végre. Az egyes
betegek kromoszomanyeréseinek sorrendje igen valtozatos, am a 21-es és/vagy az X
kromoszéma mindig a fak alapjat (base of the tree) képezik. Az Gsszes HD és HeH beteg
Osszegzett klaszterei nagyon egységes mintdzatot mutattak minden algoritmus segitségével
(MEGA 5: NJ, UPGMA ¢és ME). A 21-X-14-csoport képezi a fa alapjat; a 10-es és 18-as
kromoszomak egyiitt alkotnak egy masodik csoportot; a 4-es és 6-0s kromoszomak egy ujabb
klaszterbe sorolhatok, mig a 17-es kromoszoéma, nem kovetkezetesen, az utdbbi kettd
valamelyikéhez sorolodott. A két adatbazis elemzése (minden egyedi szubklont illetve csak az
egynél tobb példanyban reprezentalt szubklonokat alapul véve), azonos eredményt adott: a fa
alapjat képez6 harom kromoszoma ugyanaz, és a késobbiekkel is csak kisebb eltérések

figyelhetok meg (4. és 5. abra; 1.C kiegészito abra).

28625
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4. abra: A kromoszomak nyerésének UPGMA Kklasztere minden HD beteg (A) illetve csak a HeH betegek (B) dsszes
egyedi szubklénja alapjan. (Alpar D. et al. [36])
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5. abra: A kromoszomak nyerésének UPGMA klasztere minden HD beteg (A) illetve csak a HeH betegek (B) legalabb

két sejt altal reprezentalt szubklonjai alapjan. (Alpar D. et al. [36])

A nyolcparaméteres korrelalt adatbazis alapjan meghatarozott egyedi szubklonokat

halozatanalizishez hasznaltuk (6. abra; 1.B kiegészit6 abra).
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6. abra: a 29-es beteg egyedi szubklonjainak Steiner-faja. A sarga korok jelolik az egyes szubklonokat (scl, sc2, stb.),
atmérdje aranyos az adott konstellacioval rendelkezé klonok szamaval. Az 6sszefiiggo szubklonokat vonalak kotik
ossze, melyen az érintett kromoszoma (CH#) és a nyerés tipusa van feltiintetve: aa jeloli a diszomia-triszémia
atmenetet, ab pedig a triszomia-tetraszémia dtmenetet és igy tovabb. A viros foltok medidnvektorokat jelolnek,
melyek olyan szubklénokat reprezentalnak, amik nincsenek, vagy nem Keriiltek el6. A fekete folt a ,,kiindulépont”, az
a sejt, mely (iMNg szerint) normal kariotipussal rendelkezik. (Alpar D. et al. [36])

A HD betegek iMNg indexei korrelaltak a megtalalt egyedi szubklonok szamaval (az
Osszes €s az egysejtes klonok kizarasa utani esetben is (r = 0.423, P < 0,001 ill. r = 0.395, P <
0,001)), és - ennek megfeleléen - a Steiner-fa hosszaval is (r = 0.387, P < 0,001 ill. r = 0.467,
P <0,001). Az egyedi szubklonok szamanak atlaga szignifikansan (P < 0,001) magasabbnak
bizonyult a HeH-csoportban a HeL csoporthoz képest minden szubklont figyelembe véve, és
az egysejtes klonok kizarasaval egyarant (73.6 [range: 14-187] vs 39.6 [range: 2-170] és 26.7
[range: 4-55] vs 15.3 [range: 2-45]). A Steiner-fahoz tartoz6 kiilonbozé paramétereket az 1.
tablazat tartalmazza. Ezek az eredmények jol mutatjdk a szomatikus evolucié soran lezajlo

maladaptiv radiacio kiterjedt mivoltat.

13



1. tablazat: Az egyedi szubklonok szimanak és a Steiner-fa vonatkozo6 adatainak korrelacioja a leukémia
alcsoportjaiban. (Alpar D. et al. [36])

HD HeLL HeH
r P T P r P

Kloénszam vs. Steiner-fa hossz

Minden kariotipus 0.977 <0.001 0.978 <0.001 0.981 <0.001

Egysejtesek kizarasaval 0.977 <0.001 0.981 <0.001 0.964 <0.001
"Szimultan" mutacidk vs. Steiner-fa hossz

Minden kariotipus 0.798 <0.001 0.897 <0.001 0.774 <0.001

Egysejtesek kizdrasaval 0.494 <0.005 0.504 <0.05 0.368 <0.01
Kloénszam-1 / Steiner-fa hossz

Minden kariotipus 0.848 0.797 0.868

Egysejtesek kizarasaval 0.907 0.936 0.897

Mind a HD, mind a HeL és HeH csoportokban, az egyedi szubklonok tényleges szama
linearisan korrelalt a a legrovidebb fa mutacioinak 0Osszes szamaval (azaz a Steiner-fa
hosszaval). Ezenfeliil a feltételezett szimultan (valdjaban csak "szimultan") mutacidk szama
linearisan korrelalt a Steiner-fa hosszaval. A detektalt klonszam-1 és a Steiner-fa hossza
kozotti arany a kiilonféle leukémias alcsoportokban tajékoztatd jelleglh a szekvencialis vagy a
szimultdn mutaciok gyakorisdgara vonatkozdan. Ezen aranyok atlaga nagyon hasonlonak
bizonyult a kiilonb6z6 alcsoportokban, még azutan is, hogy az egyetlen sejtben képviselt
egyedi szubklonokat kizartuk (tartomany: 0,8-0,9) (7. abra).
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7. abra: A HD betegek szekvencialis nyeréseinek szazalékos aranya a ,,szimultan” nyerések szazalékos aranyanak
fiiggvényében a fellelt egyedi szubklénok szamaranya szerint. A: egynél tobb sejtben reprezentalt szubklonok esetén
(atlag: 90,7%); B: az dsszes szubklon esetén (atlag: 84,8%). (Alpar D. et al. [36])
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Diszkusszio

A kaukazusiak kozott a magas hiperdiploid (HeH) leukémia (MN 51-67) képviselte a
pre-B  gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (B-pALL) legnagyobb altipusat
[12,13,25,41]. A citogenetikai, klinikai és genetikai vizsgalatok hossza torténetének ellenére
nem sziiletett konszenzus tovabbi klinikai és terapids szintek, a kromoszémaszett koéros
megndvekedésének jelentGsége, vagy az ancuploidia mechanizmusa tekintetében, [14-18,20].
Ez a vizsgdlat megkisérelt ravilagitani a HD leukémia kromoszémanyeréseinek
mechanizmusara, Kialakulasara és evolucidjara.

Az iMNg értékek eléfordulasanak gyakorisaga az altalunk vizsgalt nyolc leggyakrabban
érintett kromoszéma esetén jol korrelalt a kariotipizalasbol szarmazo adatokkal [7,13,15].
Modszereink alkalmazdsaval, mint példdul a szubklonok kromoszémanyerések szaménak
meghatarozdsa ¢és minden egyedi vagy legaldbb két sejttel reprezentalt szubklonok
szambavételével, a szubklonalis landscape nagy heterogenitast mutatott. Az elsé megkozelités
szerint a dominans klonok csak koriilbeliil a felét vagy harmadat teszik ki a leukémiasoknak a
HeL és HeH alcsoportokban. Ez az adat alatdmasztja a néhany, genetikailag nem szubtipizalt
B-pALL beteg négy kromoszomajat vizsgald iFISH tanulmanyt, de szemben all legnagyobb
elérhet6 CCA adatbazissal, melynél az esetek 84%-anal csak egyetlen sejtet vizsgaltak
[12,43,44]. A CCA és iFISH adatok kozotti eltérés magyarazhato a CCA eljaras esetén
feltételezhetéen fellépd eltéré szubklonalis novekedési elényokkel, melyek klonszelekciot
CCA megfelelne a korrelalt adatgytijtéshez, feltéve, hogy az feltiinteti a minta 6sszes normalis
¢s genetikailag abnormalis klonjat, am ugy tlinik, nem ez a helyzet. A CCA szelektiv
felismerd funkcidjanak ellenére, a CCA adatok nagy tomegét 0sszegezve meghatarozhatok
egy adott betegség, mint példaul a HeH B-pALL, tipikus genetikai aberracidi. Ez azonban
nem kompenzalja a sejt-specifikus genetikai adatok hianyzd Osszefliggéseit [45]. Ezek
lehetnek az okai, hogy az 10j technoldgiak eredményei alapjan a CCA szerinti kvazi
monoklonalis jelleg a B-pALL esetében biztosan nem tarthat6 [42].

Az iMNg kategoriak szerinti 6nalldo kromoszoémanyerések gyakorisagi eloszlasa alapjan
kideriilt, hogy azonos iMNjg kategoriaban nem ugyanazon kromoszomaszettek felelosek a
nyerési mintazatokért. Ez az eredmény ¢€s a klaszteranalizisiinkbdl levont kovetkeztetések,
miszerint csak a kromoszémak toredéke valtozik csoportosan, arra utalnak, hogy folyamatos,

egymast kovetd kromoszomaszdmbeli valtozasok jatszanak szerepet a leukémia
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pathogenezisében. A halozati elemzések tovabbi bizonyitékként szolgalnak erre a
patomechanizmusra. A Steiner-fa reprezentalja a legrovidebb lehetséges utat, hogy egyetlen
faként abrazolhassuk egy adott beteg kiilonb6z6 szubklonjait. A linearis, nem pedig
logaritmikus kapcsolat a Steiner-fa hossza, valamint az egyedi konstellaciokkal és
»szimultan” mutédciokkal rendelkezd szubklonok széma kozott, azt mutatja, hogy
kromoszomalis valtozasok foként egymas utan, egyenként, azaz szekvencidlisan kovetkeztek.
A detektalt egyedi szubklonok aranya-1 és a Steiner-fa hossza ko6zotti arany 1,00, ha minden
mutacio szekvencialis és 0,00-hoz tart, ha az 6sszes mutacié egyidejii. A vizsgalat eredményei
azt mutattdk, hogy a numerikus aberraciok koriilbeliil 90%-a szekvencidlisan tortént. Bar ezek
lehetnek nyerések vagy vesztések, mindkét esetben valoszini, hogy a jelenség szelekcids
nyomas altal vezérelt nem véletlenszert folyamatoknak tudhat6 be. Mivel a korabbi allélikus
dozis analizisek ¢és a CCA vizsgalat kizartdk a poliploidizaciot és az azt kovetd
kromoszdmavesztést, azt jelzik, hogy a kromoszoémak egymadst kovetd, szekvencidlis nyerése
marad a potencialis patogén utvonal. Ezt bizonyitja az is, hogy az alacsonyabb MN-nél
nyer6dott kromoszomak megmaradnak, mikozben az MN ndvekszik, tovabba az itt
bemutatott szubklonok gyakori bimodalis eloszldsa miatt ugy véljiikk, az adatok inkabb
szekvencidlis nyeréseket, semmint vesztést jeleznek az érintett kromoszoémak esetében
[21,23,24,25]. A novekvd MN-értékek esetében — egy pont utdn — a klonszam viszont

csOokkenni kezd, ami szelekcios erok hatasara utal.

Mindezeket dsszevetve kijelenthetjiik, hogy:
e a klonalis evolucio preB pALL esetében szekvencidlis kromoszémanyerések
e a szimultdnnak tiind nyerések igen nagy valdsziniiséggel mintavételi hiba
kovetkezményei.
e a nyerddések ,,sorrendje” nem véletlenszeri, a 21-X-14 csoport tagjai nagyobb
eséllyel, a 10-17-18 kisebb, a 4-6 pedig még kisebb eséllyel nyer6dnek

atlagosan, de betegenként ez kiilonbozd lehet.
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Osszefoglalas

A kromoszomaszam alapjan atlagosan 6,9 és 10,2, mig egyedi konstellacioval 15,3 és
26,7 szubklont lehetett azonositani a betegség Hel és HeH alcsoportjaiban. A klaszteranalizis
kimutatta, hogy a kromoszémak kdpiaszamanak eltérései (CNAs) er0sen konzervaltak voltak,
a network-analizis szerint pedig az Osszes szambeli rendellenesség 80-90%-at szekvenalis
kromoszdémaszam-valtozadsokkal lehet magyardzni. A leukémia mindkét alcsoportjaban
szignifikansan kimutathat6 a kromoszomalis instabilitas, ezenfeliil a szubklonok segitségével

Az 1) megkozelitéssel eldallitott adatok azt jelzik, hogy a kromoszémalis instabilitas -
mely a szubklonalis landscape heterogenitasat okozza -, a kromoszémaszamok szekvencialis
valtozésa, az igy kialakuld6 maladaptiv radiacié és az ezt kovetd (kontra)szelekcid egyarant
dontd, de nem kizdrdlagos szerepet jatszanak a HeH B-pALL pathomechanizmusaban, és
mindségileg nem, de mennyiségileg kiilonbéznek a HeL B-pALL pathomechanizmusatol.

A jovbében, ezen leukémidk kromoszomalis szegregacios gépezetét vizsgalva
azonosithatunk bizonyos hibakat, melyek talan egy ujfajta terdpia esetleges célpontjai
lehetnek [45]. Ezen talmenden, a korrelalt kromoszoma adatok analizise lehetévé teszi
szamunkra, hogy meghatarozzunk egy, pusztin harom probabol allo szettet, amely kozel
100%-os specificitassal és érzékenységgel képes megjosolni a HeH allapotot, amelyet mar

korabban is megprobaltak a CCA adatok alapjan [47].
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