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BEVEZETES

A neoplasztikus hematologiai betegségek patomechanizmusdnak megértéséhez,
megfeleld diagnosztikajahoz, valamint prognosztikus és terapids szempontbol is fontos
szempont, hogy az adott 1€zi6 a hemopoézis mely pontjarol indul ki. Vagyis, hasznos annak
megallapitasa, hogy a betegség pluripotens, vagy elkotelezett dssejt eredetii-e. A molekularis
patogenezisre vonatkozo ismereteket a WHO klasszifikacidja is alapelvként hasznalja a
neoplasztikus hematologiai betegségek besorolasaban. A tumor kiinduldépontjanak
meghatarozasa segithet annak a kérdésnek a megvalaszolasaban, hogy a tiineti kezelésen tuli,
valodi gyogyulasi lehetdséget nyujto, kurativ terapiaként alkalmazhato-e kemoterapia, vagy
csak az allogén csontveld transzplantacid jelentheti-e az egyediili megoldast. Elkotelezett
Ossejt eredetll betegség esetén a kemoterdpia is eredményezhet teljes gyogyulast, mivel ha a
terapiaval sikerlil elpusztitani a tumoros elkotelezett Ossejteket, akkor a pluripotens
Ossejtekbdl még regeneralodhat a normalis hemopoézis. Ezzel szemben, ha pluripotens dssejt
szintrdl indul ki a betegség, akkor célzott terdpia hidnyaban a teljes gyogyulds valosziniileg
csak a 0sszes hemopoetikus sejt elpusztitasatdl varhato, amit viszont a terapia utani idegen
donoros csontveld transzplantacionak kell kdvetnie a hemopoézis helyreallitasa érdekében.

A kiilonboz0 sejtvonalak érintettségének vizsgalataval, kovetkeztethetiink arra, hogy a
tumor a hemopoézis mely pontjardl indulhatott ki. Az egyes sejtvonalak érintettségét
igazolhatjuk tobbféle moddszerrel. Egyrészt vizsgalhatunk betegségre jellemzd molekularis
eltéréseket (pl. pontmutaciok, deléciok), masrészt hasznalhatunk klonalitas vizsgalatokat.

A mielodiszplazidk (MDS) betegségcsoportja olyan klonalis hematologiai
betegségeket foglal magdba, amelyeket klinikai és morfologiai szempontbol ineffektiv
hemopoézis jellemez. Ezek a betegségek egy kronikus jellegli monoklonalis proliferacidval
jar6d preneoplasztikus fazis utdn gyakran akut leukémids fazisba keriilnek. A nemzetkozi
irodalom az MDS-t hemopoetikus dssejt eredetli betegségnek tartja. Egyértelmi az allaspont
abban a tekintetben, hogy a hemopoézis mieloid vonala érintett €s monoklonalis
proliferacioval jellemezhetd. Ezzel szemben ellentmonddak az adatok abban a tekintetben,
hogy a limfoid vonal mennyire érintett a neoplasztikus folyamatban.

A mieloproliferativ neopldzidk (MPN) a mieloid tumorok masik nagy csoportjat
képezik. Ezekre a betegségekre a csontveldi sejtek abnormalis, fokozott proliferacidja
jellemzd. Morfologiailag a kiilonbdzo tipusokban mas-mas sejtvonal domindl, de bizonyitott,
hogy tobb csontveldi sejtvonal is érintett az abnormaélis proliferacioban kisebb-nagyobb
mértékben. Az MPN-eket is elsOsorban dssejtbetegségnek tartjak, de az egyes sejtvonalakat
érintd molekularis klonalitdsi vizsgalatok az MDS-hez hasonléan ebben a betegség
csoportban sem egyértelmiiek a limfoid vonal érintettsége szempontjabol.

CELKITUZESEK

Vizsgalataink elsédleges célja az volt, hogy az egyes sejtvonalak érintettségének
vizsgalatan keresztiil megallapitsuk, hogy MDS-ben és MPN-ben a betegség a hemopoézis
melyik stddiuméabol indulhat ki. Feltételeztiik, hogy ha csak mieloid érintettséget talalunk,
akkor valdszintlileg mieloid irdnyban elkdtelezett dssejtbol indul ki a betegség. Ha viszont
limfoid érintettség is eléfordul, akkor pluripotens 6ssejt eredet lehet a hattérben. A sejtvonal
érintettség megallapitdsdhoz harom modszerrel vizsgaltunk &ramldsi citometridsan



szortirozott limfoid és mieloid sejteket. ElsOként, genetikai markertdl fiiggetlen, klonalités
vizsgalatara alkalmas HUMARA (human androgen receptor assay) X kromoszoma
inaktivacids esszét alkalmaztunk. A masodik modszer a del(20q) és del(5q) vizsgalata volt
mikroszatellita-PCR (MS-PCR) technika segitségével. A sejtvonal érintettségen tal az MS-
PCR vizsgalatokkal arra is valaszt kerestiink, hogy a hagyomanyos metafézis citogenetikdnal
joval kisebb deléciok kimutatdsara alkalmas MS-PCR technikéval sikerilil-e magasabb
aranyban kimutatni ezeket a deléciokat. Végiil szintén sejtvonal specifikusan vizsgéltuk a
JAK2V617F pontmutacio jelenlétét MPN-es betegekben mutacié-specifikus PCR technika
segitségével.

VIZSGALATI MINTAK ES ALKALMAZOTT MODSZEREK
Vizsgalati mintak

A beteg mintdk MDS-sel és MPN-nel diagnosztizalt betegek periférias vér és
csontveld aspiratum mintai voltak. Az eseteket a WHO klasszifikacio alapjan, a klinikai és
patoldgiai diagnozis egybevetése utdn soroltuk be a megfeleld betegségcsoportba. Az MS-
PCR vizsgélatokhoz kontroll mintaként szajnydlkahartya kaparékot gytijtottiink a betegektol.
A HUMARA kiértékelési kritériumainak meghatarozasdhoz 27 egészséges no és 4 B-sejtes
kronikus limfoid leukémias (B-CLL) nd periférids vérmintdjat is felhasznaltuk. MS-PCR és
JAK2V617F mutécioés vizsgalatokhoz a fenti ndi mintakon tal férfi betegekbdl is gylijtottiink
mintat. A HUMARA-hoz 103 MPN-es ¢és 40 MDS-es ndbetegtdl gytijtottiink mintdkat €s
végeztiik el a vizsgalatokat. MS-PCR vizsgalatokat 12 MDS ¢és 23 MPN betegnél végeztiink,
amibdl 20 esetben parhuzamos HUMARA vizsgalatok is késziiltek. JAK2V617F mutécio
vizsgalat 27 MPN esetben késziilt, amibdl 11-et parhuzamosan végeztiink a HUMARA-val.
A betegek ¢letkora 12 és 82 év kozé esett.

Aramlasi citometrias sejtszortirozas

A vér és csontveld mintdkbol dramlési citométerrel szortiroztunk limfoid és mieloid
sejteket. Az HES esetekben eozinofil, egy MDS-RAEB esetben blasztokat is szortiroztunk. A
szortirozas alapja a sejtek CD45 expresszidjanak intenzitdsa és granularitdsa volt. A
HUMARA modszer szenzitivitasainak meghatarozasdhoz, B-CLL-es betegekb6l CD5/CD23,
vagy CD5/CD19 kettds pozitiv monoklonalis limféma sejtek és poliklonalis mieloid sejtek
meghatarozott aranyu keverékeit szortiroztuk egy 1épésben. Az immunjeldléseket CDS-FITC,
CD23-RPE, CDI19-RPE-Cy5 és CD45-RPE-Cy5 (DAKO A/S, Denmark) antitestekkel, a
szortirozast BD FACSort tipust dramlasi citométerrel végeztiik (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). Betegenként altalaban 10 sejtet
szortiroztunk sejtvonalanként. A szortirozott mintdk tisztasdga a szortirozni kivant sejtek
tekintetében aramlési citometrids visszamérés alapjan 95%-nal nagyobb volt. A szortirozott
sejteket 500 ul TE8 pufferben, ill. 200 pul PBS-ben —20°C-on lefagyasztva taroltuk a DNS
1zolalasaig.



DNS izolalas

A szortirozott sejtekbdl proteinaz-K-s emésztés és fenol-kloroformos extrahalas
modszerével, illetve Qiagen Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével
nyertiink DNS-t. A fenol-kloroformos izolalas utan a DNS-t TE8 pufferben oldottuk fel gy,
hogy a szortirozott sejtszamot figyelembe véve kb. 3000 sejtnek megfeleld6 DNS legyen 1 ul-
ben. A Qiagen Blood Mini kittel izolalt DNS-t 50 ul AE pufferben taroltuk. A DNS mintékat
+4°C-on taroltuk felhasznalasig, majd -20°C-on archivaltuk.

Human androgén receptor esszé —- HUMARA

A nokben bekovetkezd X kromoszoma inaktivacio sejtenként véletlenszeriien érinti a
két X kromoszoma egyikét. A kés6bbi mitdzisok alkalmaval az utédsejtekben az inaktivacios
mintazat stabilan tovabbadodik. Monoklondlis proliferdcié esetén, pl. tumorokban, az &sszes
sejt a kiindulasi klon inaktivaciés mintazatat fogja hordozni. Ennek vizsgélatara alkalmas az
un. short tandem repeat polimorfizmusok (STRP) metildciés mintdzatdnak vizsgdlata. A
leggyakrabban haszndlt médszer a humédn androgén receptor génre épiil6 HUMARA, amely
kozel 90%-ban polimorf és metildcidja megbizhatdan tiikrozi az X-inaktivaciot.

A vizsgalt szekvencia metilacids pontokat tartalmaz, amelyeket metilacios statusztol
fiiggden metilacio-szenzitiv Hhal, ill. Hpall restrikcids enzimekkel hasitani lehet, vagy sem.
Heterozigota ndkben, metildcio-szenzitiv hasitas nélkiil két eltérd hosszlisagu androgén
receptor szekvenciat (kb. 220 bp) amplifikalunk PCR-rel, mig a homozigdta ndk mintai nem
informativak, mert nem kiilonithetd el két allél egymastol. Monoklonalis proliferacio esetén a
metilacio-szenzitiv enzimekkel torténd hasitds utdn a PCR csak az egyik allélt tudja
amplifikalni, ennek kovetkeztében csak egy savot kapunk az elektroforézis utan. A PCR
reakciot az Allen és munkatdrsai altal leirt protokoll alapjan dolgoztuk ki, néhany ponton
modositva azt. Elsd 1épésben kb. 10000 sejtnek megfeleldé DNS-t emésztettiink 10U Hhal
enzimmel Multi-Core pufferben (Promega, Madison, WI, USA) 0,Img/ml BSA jelenlétében
20ul térfogatban. Az emésztést 37°C-on, éjszakan at torténd inkubalassal végeztiik. Emésztés
utan a DNS-t 2,5-szeres térfogata etanollal kicsaptuk és szaritds utan 10 ul desztillalt vizben
feloldva vittik a PCR reakcioba. A 20 ul térfogata PCR reakcioelegy 10 ul vizben oldott
DNS-en tul tartalmazott 200 uM-t minden dNTP-bdl (GibcoBRL, Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), 0,5 egységnyi RedTaq DNS polimerazt (Sigma, St. Louis, Missouri,
USA), RedTaq puffert és 10 pmol-t mindegyik primerbdl (5' GCT GTG AAG GTT GCT
GTT CCT C 3', 5 AGA GGC CGC GAG CGC AGC ACC TC 3'). Az amplifikaciot MJR
Minicycler (MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA), ill. BioRad iCycler (BioRad
Laboratiories, Hercules, CA, USA) PCR késziilékekkel végeztik a kovetkezd programot
hasznalva: elédenaturacio: 94°C 5 perc; 40 ciklus denaturacio: 94°C 40 masodperc., primer
kapcsolodas: 68°C 40 masodperc, extenzid: 72°C 1 perc; végsd elongacid: 72°C 5 perc.

Amplifikdcié utdn a teljes 20 ul PCR elegyet felvittiik 8%-0s, nem denaturdlo
poliakrilamid gélre és 120 V, 25 mA mellett éjszakan at futtatuk, addig amig a jelz6festékként
hasznalt xilén-cianol a 24 cm hossza gél aljara nem ért. A gélt SYBR Gold DNS festékkel
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) festettiik a gyart6 altal eldirt koncentracioban, végiil UV
transzilluminatort hasznalva polaroid, vagy digitalis kamerdval lefényképeztiik. Polaroid
képek esetén a fotdt szkenner segitségével digitalizaltuk.



Azokban az informativ esetekben, amelyekben a PCR 100%-ban csak az egyik allélt
tudta amplifikdlni és igy a foton csak az egyik allélnek megfelelé sav volt jelen,
monoklondlisnak fogadtuk el. A mintdk jelentds részében azonban nem egyértelmii az egyik
allél aranyanak nagy mértékii csokkennése, ezért ezeket a mintdkat csak denzitometrids
analizis alapjan tudtuk besorolni poliklonalis, ill. monoklonalis kategéridkba. A gélfotokat az
Image] 1.4 program segitségével denzitometraltuk. A nemzetkdzi irodalomban gyakran
alkalmazott kritérium szerint, ha a két allél ardnya legalabb 3:1, vagy ennél jobban eltérd,
akkor a minta monoklondlisnak tekinthetd. Viszont tobb tanulméanyban is kimutattak, hogy
egészséges ndkben is eltérhetnek az allélaranyok az 1:1-t6l €s a 3:1 arany sem mindig jelent
megbizhatd kritériumot a monoklonalitds megallapitdsara. Annak érdekében, hogy
megfelelden specifikus legyen a modszeriink, sajat kritériumokat dolgoztunk ki a HUMARA
eredmények kiértékelésére, amihez egészséges ndk vérébol szortirozott limfoid és mieloid
sejteken is elvégeztik a HUMARA-t. A modszer szenzitivitdsdnak megéllapitasahoz a
HUMARA-t teszteltiik B-CLL-es betegekbdl szortirozott monoklonalis limféoma sejtek €s
poliklonalis mieloid sejtek ismert ardnyu keverékein is.

Mikroszatellita-PCR vizsgalatok

Tumorok vizsgalata soran, a genomban ismert helyzetli mikroszatellita régidk
mikroszatellita régiok PCR amplifikdciojat kovetéen a termékek mennyiségének
kvantitalasaval kovetkeztetni lehet a két allél eléfordulasara. A tanulmanyban az MPN-ben
leirt, leggyakoribb genetikai aberracionak tartott 20q deléciot, illetve MDS-ben szintén a
leggyakoribb defektusok koz¢ tartozd 5q deléciot vizsgaltuk limfoid és mieloid sejteken MS-
PCR technikaval. Mindkét delécional az irodalmi adatoknak megfelelden valasztottuk ki az
alkalmazott mikroszatellita markereket, gy hogy azok a leggyakrabban deletalt szakaszokon
(common deleted region - CDR) helyezkedjenek el. Vizsgélatainkban a 20ql1.2-q13.2
régioban a D20S607, D20S170, D20S110, D20S96 ¢s D20S119 lokuszokon, valamint az
5g31 régioban a D5S476 és D5S414 16kuszokon végeztiink MS-PCR vizsgalatokat.

A PCR amplifikaciok MJR PTC-100 és PTC-200 tipustt (MJ Research, Watertown,
Massachusetts, USA) PCR késziilékeken torténtek a kovetkezd programot hasznalva:
elédenaturacio: 94°C 2 perc; 35 ciklus denaturacié: 94°C 40 masodperc, primer kapcsolodas:
55°C 30 masodperc, extenzio: 72°C 40 masodperc; végsoé elongacio: 72°C 5 perc. A PCR
reakcioelegy tartalmazott kb. 10000 sejtnek megfeleld6 DNS-t, 0,5 egységnyi Taq polymerase-
t (GibcoBRL, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), 50mM KCl-ot, 10 mM TRIS-t
(pH:8,3), 1,5mM MgClz-ot, 200 uM-t mindegyik dNTP-bdl, és 5-5 pmol primert. Az egyik
primer mindig jeldlve volt Cy5 fluoreszcens festékkel (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg,
Germany). A kovetkezd primereket hasznaltuk: D20S607: AAA ATG TCC AGG CAA CAG
AG és ATT GAC AAATTT CTG GGC TG; D20S170: TTC TCA GGC TCC TGG C és GGG
GGC TTC CAT GAG T; D20S96: CAC TGC AAC TCT AAC CTG GG ¢s CCT GTA TGC
TGC ATT TCC TG; D20S119: CTG ACA CAG TTT CAG TAT CTC TAT C és TTT CCA
GAT TTA GGG GTG TAT G; D20S110: TTG ACA GCC AAA TGA ATT TA ¢és CTA GAC
TTA GGT TGA CAT TCT CG; D5S414: GGC CAG TTC AGT CAA GTG ¢és TGG TTC
CAG CAT ATA GCG; D5S479: GCA ATA GCA AGA CTC TGA CC ¢és TTC CTG TGT GCC
TTA CAG TT. A primer szekvencidkat a Whitehead Institute Center for Genome Research és



a The Genome Database internetes adatbazisabol valasztottuk. A fenti mikrolszatellitdk adatai
jelenleg ellendrizhetdk a http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index cimen. A PCR
reakciok termékeinek detektalasat és kvantitdlasat ALFexpress DNA Analysis System
(Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA) tipust automata DNS szekvenalo
késziilekkel végeztiik 5%-os denaturdld poliakrilamid gélen futtatva a termékeket, 1500 V, 38
mA, 15W, 55°C paraméterek mellett. A kiértékelést a késziilék szoftvere altal készitett
denzitometrids gorbék alapjan végeztiik. Az egyes alléleknek megfeleld csticsok jelenléte,
illetve teriilete alapjan értékeltiik a mintadkat, majd megtartott (retained-R), deletalt (D), és
allélikus kiegyensulyozatlansdgot (allelic imbalance-Al) kategoridkba soroltuk. A
kategoridkba soroldshoz egy 0-t6l 4-ig terjedé skalat haszndltunk. Nulla értéket, vagyis R
besorolast kaptak a kontroll szajnyalkahartydval megegyez0 mintak. Négyes, vagyis D
besorolast azok a mintak, amelyekben az egyik allél teljesen elveszett. Az Al kategoriaban
kettes értéket kapott egy minta, ha a kontrollban lathaté csucshoz képest a mintdban a
deletalodo allélnek megfeleld csucs relativ aranya kb. 50%-ra csokkent a kotrolléhoz képest.
Harmas Al értéket adtunk egy mintdnak, ha 50%-nél jelentésen nagyobb volt a relativ
allélarany eltolodas, de nem volt teljes delécio. Egyes Al értéket kapott a minta, ha 50%-nal
jelentdsen kevesebb volt az allélarany eltolodds. A PCR reakcid és a fluoreszcens detektalas
pontatlansdga miatt az All-es besorolast, csak akkor tekintettiik egy mintdban
elfogadhatonak, ha legalabb 2 l6kuszon is el6fordult parhuzamosan. A fenti MS-PCR
értekelési rendszert Langbein és munkatarsai cikke nyoman alkalmaztuk.

JAK2V617F mutacios vizsgalatok

2005-ben tobb egymastdl fiiggetlen publikacioban irtdk le eldszér a JAK2 gén V617F
sejtnovekedést ¢s differenciacidt szabalyozd JAK-STAT jelatviteli folyamatokban. A mutalt
JAK?2 fehérje konstitutiv tirozin-kindz aktivitast, ill. hiperszenzitivitdst mutat az 6t aktivalo
szignalokkal szemben. A JAK2V617F mutécid a szakirodalom szerint MPN-eken beliil PV-
ben 90-95%, PMF-ben 55-60% és ET-ben 50% gyakorisaggal, illetve a mielodiszplazidk egy
ritka szubtipusdban RARS-T-ben, 50% koriili gyakorisaggal fordul eld.

Aramlasi citometriasan szortirozott MPN-es betegek mintdiban megvizsgaltuk a
JAK2V617F mutacio jelenlétét sejtvonal specifikusan limfoid és mieloid sejtekben. A
vizsgélatokat a JAK2V617F mutacidra specifikus primert alkalmazé PCR segitségével
végeztiik. Baxter és munkatarsai leirasa alapjan a kovetkez6 PCR primereket hasznaltuk:
mutans allélre specifikus forward primer (5’AGC ATT TGG TTT TAA ATT ATG GAG TAT
ATT3’), belsé kontrollként alkalmazott forward primer (5’ATC TAT AGT CAT GCT GAA
AGT AGG AGA AAG3’), és egy kozos reverz primer (5°CTG AAT AGT CCT ACA GTG
TTT TCA GTT TCA3’). A két forward és egy reverz primer két PCR termék egyidejii
bazispar hosszusagl terméket ad, amely kontrollként alkalmas a DNS templat mindségének
megitélésére. Ha a vizsgalt DNS mintdban nincs jelen a mutacio, akkor csak a belsé kontroll
terméket kapjuk meg. Amennyiben a DNS templat tartalmazza a JAK2V617F mutéciot, akkor
a mutaciora specifikus primer is PCR terméket eredményez és egy masodik, 203 bazisparnyi
amplikont is kapunk a 364 bazisparnyi kontroll mellett. A PCR reakcié6 komponensei 25 ul
végtérfogatban a kovetkezOk voltak: kb. 10000 sejtnek megfelel6 DNS TES8, vagy AE
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pufferben, 1 egységnyi Sigma Genomic RedTaq DNS polimeraz (Sigma, St. Louis, MO,
USA), 3 mM MgCl, 200uM dNTP, 12.5 pmol reverz primer, 6.25 pmol belsé kontroll
forward primer, 6.25 pmol mutacio-specifikus forward primer, valamint Sigma Redtaq puffer.
A PCR reakcio a kovetkezd program szerint futott: 95°C elddenaturalas 5 perc; 40 ciklus
95°C denaturalas 30 masodperc, 53°C primer kapcsoldédas 30 masodperc, 72°C extenzid 1
perc; 72°C végso elongacioé 5 perc. Néhany esetben, ahol kevés DNS maradt a HUMARA
vizsgalatok elvégzése utdn és biztosak akartunk lenni a JAK2V617F mutacid vizsgalat
sikerességében, teljes genom amplifikaciot végeztiink a maradék DNS-bdl Qiagen REPLI-g
Kit-tel (Qiagen, Hilden, Germany) a gyart6 altal ajanlott protokoll szerint, majd 1 pl
amplifikalt DNS-t hasznaltuk a JAK2V617F PCR-hez. A PCR termékeket 2%-os agardz
gélen szeparaltuk, SYBR Gold DNS festés utan, UV megvilagitas mellett és digitalis fénykép
formajaban dokumentaltuk. A kiértékelés soran a fényképen szemmel lathato termék megléte,
ill. hidnya alapjan soroltuk a mintdkat JAK2V617F mutéciora pozitiv €s negativ kategoriaba.

EREDMENYEK

A HUMARA Kkiértékelési kritériumainak, specifitaisanak és szenzitivitasanak
meghatarozasa

A két androgén receptor allél inaktivacidjanak aranya a denzitometrias gorbén lathatéd
csticsok alatti teriiletek ardnyaval jellemezhetd. Az arany kiszamitasahoz az egyes csucsok
teriiletét elosztottuk a két csucs dsszteriiletével. Az X kromoszoma inaktivacio (XI) szamszert
jellemzéséhez a kisebb molsulyu allél szazalékos aranyat hasznaltuk fel, amely értéket X
inaktivacids szamnak neveztiink el - XISZ. A XISZ értéke 0% ¢és 100% kozott mozoghat.
Teljesen véletlenszerti XI-t feltételezve a XISZ értékének 50%-nak kell lennie. Azonban nem
véletlenszerli XI esetén a XISZ eltér az 50%-t6l. Homogén monoklonalis mintdban a XISZ
érteke 0%, vagy 100%.

Huszonhét egészséges nd mintait megvizsgalva 21-et talaltunk heterozigotanak ¢€s igy
a vizsgalatra alkalmasnak. Gyenge eltolédas mutatkozott a kisebb molsulya allél javara a
XISZ értekekben, ami nem véletlenszerti XI-re utalhat. A XISZ atlaga 65,2% ¢és 64,1% volt a
limfoid és mieloid sejtvonalakban, jelentés mértékii sztenderd deviacio (S.D.) mellett (20,0%,
ill. 22.4%). Az 50%-nal magasabb XISZ-nek a nem véletlenszerli XI-n kiviil lehet technikai
jellegh magyarézata is, ugyanis a magas PCR ciklusszdm (40) miatt a kisebb allél elényre
tehet szert az amplifikacidé soran. Ezt okozhatja, hogy az amplifikalt szakasz magas GC
tartalma miatt viszonylag stabil méasodlagos strukturak alakulhatnak ki, ami jobban érinti a
hatassal lehet.

Annak érdekében, hogy megfeleléen értékeljilk a betegmintdkat, amelyekben
monoklondlis sejtek okozhatjdk a nem véletlenszerti XI-t, olyan XISZ hatarértékeket kellett
meghataroznunk, amelyek még elfogadhatd alpozitivitdst adnak a kontrollként vizsgalt
egészséges ndk poliklonalis mintaiban, vagyis elegendden specifikusak.

Megvizsgaltuk a XISZ atlag + 1 S.D. és a XISZ atlag + 2 S.D. hatarértékeket. A XISZ
atlag + 1 S.D. kritérium specificitasat alacsonynak taldltuk (80%, 76%). A XISZ atlag + 2
S.D. kritérium tal szigorinak bizonyult, mert az elvi 100%-0s maximum XISZ értéket is
meghaladé hatarértékeket adott. Az irodalmi adatok szerint gyakran alkalmazott 3:1-es



allélarany kritérium adta a legalacsonyabb specificitdst, amely limfoid sejtekben 70%,
mieloidokban 52% volt. Annak érdekében, hogy megfeleléen specifikus kritériumokat
kapjunk meghataroztunk egy olyan poliklonalis XISZ tartomanyt also6 és felsd hatarértékkel a
limfoid és a mieloid sejtek esetében is, amely magaban foglalta kontroll mintak 90%-at, ami
legalabb 90%-o0s specificitast jelent. A tartomany hatarétékeit tigy hataroztuk meg, hogy
egyenld aranyban hagytuk el mind az als6, mind a fels6é extrém XISZ értékeket a kontroll
nékben mért XISZ értékek koziil. A limfoid sejtekben a poliklondlis tartomany 34-90%-nak, a
mieloid sejtekben 37-86%-nak adodott.

Kiilonbozo hatarértékeket hasznalo klonalitas kritériumok specificitdsa.

Limfoid sejtek Mieloid sejtek
XISZ tartomany| specificitds |XISZ tartomany| specificitas
atlag +1S.D o atlag +1S.D o
45,2-85,2% 80% 41,7-86,5% 76%
atlag #2S.D. o atlag £2S.D. o
25,2-105,2% 100% 19,3-108,9% 95%
3:1 ardny 70% 3:1 arany 52%
34-90% 90% 37-86% 90%

Mivel mérsékelten erds korrelaciot (korrelacios koefficiens=0.646) talaltunk a limfoid
¢s a mieloid XISZ értékek kozott, megvizsgaltuk, hogy vajon lehet-e Oket hasznalni
kolesondsen, egymas kontrolljaként abban az esetben, ha csak az egyik sejtvonalban alakul ki
monoklonalis proliferdcio. Amennyiben csak az egyik sejtvonal monoklonalis, akkor annak
XISZ értéke feltehetden jelentdsen el fog térni a masik, poliklonalis sejtvonal XISZ értékétol.
Megkerestiik azt a XISZ kiilonbség értéket az egészséges, kontroll nék limfoid és a mieloid
sejtei kozott, amelynél nagyobb érték nem fordult eld az esetek 90%-aban. Ez a kiilonbség
érték 26%-nak adodott. Ennél nagyobb kiilonbség a limfoid és mieloid sejtek XISZ értékei
kozott a kontroll nék kevesebb, mint 10%-aban fordult eld, ezért ezt a tipusu kritériumot is
legalabb 90%-o0s specificitdsunak fogadtuk el. Meg kell azonban jegyezni, hogy csak ezt a
kritériumot hasznalva egyértelmiien nem lehet megallapitani, hogy a két sejtvonal koziil
melyik a monoklonalis.

A HUMARA szenzitivitdsdnak meghatidrozdsdhoz monoklonalis limfoma sejtek és
poliklonalis mieloid sejtek ismert ardnyu keverékeit vizsgaltuk meg 4 B-CLL-es beteg
mintaiban. Ha a vizsgalt mintaban legalabb 75% volt a monoklonalis sejtek aranya, akkor a
monoklonalitds egyértelmiien meghatarozhatd volt, mivel a XISZ értéke 0%, vagy 100% volt.
Kevesebb mint 75% monoklonalis sejt esetén alkalmazhatéak az A&ltalunk felallitott
kiértékelési kritériumok. Az 50-60% monoklondlis sejtet tartalmaz6d mintdk mindegyikében
legalabb 1 kritérium alapjdn monoklonalitas volt igazolhatd. Ezzel szemben a csak 20-25%
monoklonalis sejtet tartalmaz6 mintdkban a 4 esetbdl csupan az egyikben és ott is csak az
egyik kritérium alapjadn meriilt fel a monoklonalitas lehetdsége.

Végiil megvizsgaltuk a korrelaciot, az ismert aranyd monoklonalis sejtet tartalmazo
keverékekben a valédi monoklonalis sejtaranyok ¢€és a mért XISZ értékekbdl szamitott
monoklonadlis sejtaranyok kozott. Az aldbbi algoritmus alapjan az tisztdn monoklonalis
(XISZwm) és tisztan poliklonalis mintdk XISZ értéke (XISZp), valamint a keverék mintaban



mért XISZ értéke (XISZmer), alapjan szamithatd ki a mintdban 1évé monoklondlis sejtek
aranya (M%).
M %
100

A 20-60% monoklonalis sejteket tartalmazdé mintakban, a szamitott és a valédi monoklonalis
sejtaranyok kozott erds korrelaciot taldltunk (r=0.86), ami aldtdmasztja a mddszer kvantitativ
jellegét és alkalmassagat keverék mintak vizsgalatara

100 - M%

x XISZ,, + x XISZ, = XISZneér

HUMARA - Kklonalitas eredmények

A vizsgélatok sikerességét tekintve a kovetkezé eredményeket kaptuk. A 143-bol 98
(69%) eset volt heterozigota és informativ. Negyvenot eset (31%) a két androgén receptor
allél homozigozitdsa, vagy a gél feloldoképességénél kisebb méretkiilonbsége miatt, ill.
gyenge PCR reakcié miatt nem volt informativ.

HUMARA klonalitas eredmények.

Klonalits a sejtvonalakban
Eset L+ L- L+ L- | Lnk
szam M+ M+ M- M- | M+
MDS-RA 6 2 4
MDS-RAEB 3 2 B+:1
MDS-u 17 4 6 3 2 2
MDS-AML 3 1 1 1
MDS odsszes 29 9 11 3 4
MPN-ET 34 10 13 6
MPN-PV 10 5 4
MPN-PMF 2 1 1
MPN-u 15 5 6 1 1 2
MPN-HES 8 |Eo+:2|Eo-: 1|Eo+:1|Eo-: 2 Eo-: 2
MPN osszes 69 24 26 2 9 8

L+: limfoid monoklonalis, L-: limfoid poliklonalis, Lnk: limfoidokbol nem késziilt vizsgalat,
M-+: mieloid monoklonalis, M-: mieloid poliklonalis, B+: blaszt monoklonalis, Eo+: eozinofil
monoklonalis, Eo-: eozinofil poliklonalis

Osszességében MDS-ben és MPN-ben hasonlé ardnyokat kaptunk monoklonalitas
tekintetében. A kett6és limfoid-mieloid monoklonalis esetek ardnya 31% volt MDS-ben és
35% MPN-ben. A csak mieloid monoklonalitast mutatd esetek ardnya mindkét betegség
csoportban 38% volt. Kizarélagos limfoid monoklonalitas 10%-ban fordult el6 MDS-ben ¢és 3
%-ban MPN-ben. Az MDS-ek 18%-a, az MPN-ek 13%-a volt poliklonalis. Mieloid
monoklonalitds 76%-ban fordult el MDS-ben és 85%-ban MPN-ben. A limfoid
monoklonalitds ardnya 41% volt MDS-ben ¢és 38% MPN-ben. Barmilyen sejtvonalban
jelentkezé monoklonalitds az MDS-ek 82%-ara, az MPN-ek 87%-ara volt jellemzo.

Az MDS atlag értékektdl valamelyest eltértek az MDS-RA esetek ardnyai, ahol 8%-kal
kisebb aranyu limfoid (33%) és jelentdsen, 24%-kal magasabb aranyu mieloid (100%)



monoklonalitast talaltunk. Azonban az MDS-RA eredmények mindossze 6 esetbol
szarmaznak, igy ezek az eltérések nem tekinthetdek statisztikailag megbizhatonak. Az atlagos
MPN értékektdl szintén eltértek az ET-s és PV-s esetek. ET-ben 9%-kal volt alacsonyabb
(29%), PV-ben 12%-kal volt magasabb (50%) a limfoid monoklonalis ardny az MPN é&tlaghoz
képest. A mieloid sejtek monoklonalitdsa tekintetében csak a PV mutatott jelentGsebb eltérést
az 4tlagtol, ugyanis 100%-ban monoklondlisak voltak mieloid sejtek. PMF-ben csak 2 esetet
vizsgaltunk, igy ezek jelentOs eltérését az atlagtdl nem tartjuk megbizhatonak.

Mikroszatellita-PCR eredmények

Harminco6t esetben késziiltek MS-PCR vizsgélatok. Tizenketté MDS-bél 1 MDS-RA
esetében (8%) mutattunk ki teljes 5q deléciot az D5S476 16kuszon, amely csak a mieloid
sejteket érintette. Egy MDS-u-ban (8%) 20q delécidt talaltunk a D20S96 és All-et a D20S110
l6kuszokon a mieloid sejtekben. Huszonharom MPN-es esetet vizsgaltunk MS-PCR-ral az 5q
¢s 20q delécid szempontjabol. Hat MPN-ben (26%) mutattunk ki 20q deléciot, vagy allélikus
kiegyensulyozatlansagot. Ezek koziil 3 esetben (13%) a limfoid és mieloid sejtvonal egyarant
érintett volt, mig a masik 3 MPN-ben (13%) csak a limfoid sejtek voltak érintettek.
Huszonkét MPN-b6l 3 esetben (13%) talaltunk S5q érintettséget. Mindharom esetben érintett
volt a mieloid vonal, mig a limfoidok csak egy esetben. Egy esetben (4%) fordult eld
egyszerre 20q és 5q ¢érintettség egy HES-es betegben, azonban a 20q delécié csak
limfoidokban, az 5q Al csak mieloidokban volt kimutathat6.

Parhuzamos HUMARA és mikroszatellita-PCR eredmények

Husz esetben késziilt parhuzamos HUMARA ¢és MS-PCR vizsgalat. Tizenkét MPN-
b6l 4 esetben (33%), 1 ET-ben, 2 MPN-u-ban és 1 HES-ben fordult el6 MS-PCR-rel
kimutathatd delécid, vagy allélikus kiegyensulyozatlansdg é¢s HUMARA-val kimutathato
monoklonalitds parhuzamosan. MS-PCR-rel kimutathatd érintettség csak olyan esetekben
fordult eld, amelyek HUMARA-val monoklonalisak voltak, forditva soha. A 8 MDS-bdl csak
1 MDS-RA esetben tudtunk kimutatni parhuzamosan 5q érintettséget MS-PCR-rel és
monoklonalitast HUMARA-val a mieloid sejtvonalban. A tobbi esetben nem talaltunk MS-
PCR-rel eltérést a normal kariotipustol.

Parhuzamos JAK2V617F mutacio és HUMARA eredmények

Osszesen 28 MPN esetben végeztiink sejtvonal specifikusan JAK2V617F
allélspecifikus PCR-t és ezek koziil 11-ben parhuzamosan HUMARA is késziilt. Olyan
eseteket vizsgaltunk, amelyekrdl a rutin patologiai diagnosztikai eljaras soran, teljes vérbol
végzett vizsgalattal kideriilt, hogy hordozzdk a JAK2V617F mutaciot. A JAK2V617F mutécio
az Osszes esetben kimutathatd volt a mieloid sejtekben. Hat PMF-bdl 5 (83%), 9 PV-bol 8
(89%), 12 ET-bdl 8 (67%) és 1 MPN-u esetben a limfoid sejtek is hordoztdk a mutéciot.
Osszehasonlitottuk, hogy sejtvonal specifikusan végezve a két vizsgalatot, mennyire fedik at
egymast a JAK2V617F mutacios és klonalitds eredmények. A 11 esetbdl 7-ben (64%)
egyezést mutatott a két vizsgalat sejtvonal szinten. Négy esetben (36%) fordult eld, hogy a
JAK2V617F mutéciot mutato sejtvonalban a HUMARA vizsgdlat nem tudott monoklonalitast
igazolni.
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MEGBESZELES
HUMARA modszer beallitasa

Uj klonalitasi kritériumokat allitottunk fel a HUMARA X-inaktivacios vizsgalathoz.
Meghataroztunk egy olyan poliklonalis XISZ tartoméanyt a limfoid és a mieloid sejtek
esetében is, amelytdl legalabb 90%-os specificitast vartunk el. Ez alapjan monoklonalisnak
tekintettilk azokat a mintakat, amelyek XISZ értéke limfoid sejtek esetében 34-90%, mig a
mieloidoknal 37-86% XISZ tartoméanyon kiviil esett. Felallitottunk még egy monoklonalitast
igazol6 kritériumot. Ehhez abbol indultunk ki, hogy ha csak az egyik sejtvonal monoklonalis
a kettd koziil, akkor a két sejtvonal XISZ értéke jelentdsen el fog térni egymastol. Eszerint, ha
a XISZ kiilonbség nagyobb 26%-nal, akkor a vizsgélt limfoid €s mieloid vonal koziil
valamelyik 90%-os valdszinliséggel monoklondlisnak tekinthetd. Fontos megjegyezni, hogy
ez alapjan nem lehet megmondani, hogy melyik sejtvonal a monoklonalis, igy ez a kritérium
inkabb kiegészitd jellegii lehet.

Teszteltik HUMARA moddszer érzékenységét is. Ehhez 4 B-CLL-es beteg leukémias
sejtjeinek és poliklonalis mieloid sejtjeinek aramlasi citométerrel szortirozott, meghatarozott
aranyu keverékeit vizsgaltuk. A HUMARA a legalabb 50-60% monoklonalis sejtet tartalmazo
mintdk mindegyikében legalabb az egyik kritérium alapjan képes volt kimutatni a
monoklonalitast.

Kimutattuk, hogy a modszer monoklondlis sejteket tartalmazd keverékekben
kvantitativ jellegli. Ezt a keverékek ismert monoklonalis sejtaranya ¢€s a keverékekben mért
XISZ értekekbdl szamitott monoklonalis sejtaranyok erds korrelacidja igazolta (r=0,86).

Sejtvonal specifikus vizsgalatok HUMARA-val

A HUMARA vizsgalataink eredményei MDS esetében az irodalomnak megfeleld
adatokat mutattak, ill. a két sz¢élsOséges allaspont kozé sorolhatok. Az egyik véglet szerint a
limfoid vonal nem ¢érintett, vagy csak nagyon ritka esetekben, ami a mieloid irdnyban
elkotelezett Ossejt eredetet tdimogatja. A masik allaspont szerint az MDS esetek joval nagyobb
részében fordul elé a limfoidok érintettsége, ami pluripotens kiinduldsi klont feltételez.
Eseteink 38 %-aban csak a mieloid sejtek bizonyultak monokonalisnak, ami mieloid iranyban
elkotelezett folyamatot valoszinlisit. Viszont az esetek tovabbi 31%-aban fordult eld
monoklondlis HUMARA eredmény mindkét sejtvonalban, ami a betegség egyértelmiien
pluripotens dssejt eredetére utal. Szintén pluripotens dssejt eredetre utal az is, hogy az MDS-
ek 10%-aban csak limfoid monoklonalitds igazolodott, poliklonalis mieloidok mellett. Ez
utdbbi eredmény magyarazhato azzal, hogy a mieloid vonalban a monoklonalis sejtek aranya
nem érte el a modszer szenzitivitasat (50-60%).

MPN-ben az irodalmi adatok szerint nagyobb aranyban fordul eld limfoid érintettség,
mint MDS-ben. Sajat vizsgélatainkban 69 informativ MPN esetet vizsgaltunk HUMARA
modszerrel. Eredményeink szerint az MDS-hez hasonl6 gyakorisaggal fordult el6 MPN-ben
pluripotens Ossejt eredetre utald egylittes limfoid-mieloid monoklonalitds. Az 6sszes MPN
eset 35%-ban taldltunk kettds és 38%-ban kizardlagos mieloid monoklonalitast. Egyediil a
PV altipus mutatott az datlagnal magasabb aranyt (50%) kettés limfoid-mieloid
monoklonalitést.
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Osszegezve sajast HUMARA klonalitasi vizsgalataink eredményeit, feltételezhetd,
hogy MDS-ben és MPN-ben, tobb mint az esetek egyharmadaban pluripotens hemopoetikus
dssejtbdl indul ki a tumor. Az eredmények és a modszer megbizhatosagat aldtdmasztja, hogy a
klonalitds eredményeink jol megfeleltethetok a két nagy betegségcesoportban felallitott
patologiai diagndzisnak, MDS-ben 82%-ban, MPN-ben 87%-ban tudtunk igazolni
monoklonalitdst valamelyik sejtvonalban. Kovetkezésképpen az olyan MDS és MPN
esetekben, amelyekben egyéb patognomikus marker nem mutathatdé ki, a HUMARA
diagnosztikus szerepti lehet ndi betegekben.

Sejtvonal specifikus vizsgalatok MS-PCR-rel

A sejtvonal érintettséget vizsgaltuk szortirozott limfoid és mieloid sejteken 20q és 5q
delécio tekintetében mikroszatellita-PCR technikaval 35 beteg esetében.

A vizsgalt mintdk kozil del(5q)-t, vagy del(20q)-t egy beteg kivételével, csak a
mieloid sejtekben mutattuk ki MDS-ben, ami egyrészt utalhat arra, hogy a betegség mieloid
iranyban elkotelezett 0ssejtbdl indulhatott ki, masrészt nem zéarhatd ki a pluripotens Ossejt
eredet sem, mert a deléciok létrejohettek a tumorfejlédésnek egy késObbi pontjan is egy
mieloid irdnyban elkdtelezett Ossejtben és csak a malignizacidban, ill. a betegség

Az MPN-ben kapott MS-PCR eredményeink a del(5q) sejtvonal érintettségének
tekintetében hasonldak az MDS-hez, vagyis a del(5q) csak mieloid sejtekben fordult eld, ami
ezekben a betegekben szintén mieloid iranyban elkotelezett Ossejt kiindulast betegségre
utalhat. Viszont a del(20q) sejtvonalbeli el6forduldsa mas képet mutatott. A del(20q)-t
hordoz6 esetek fele kettds limfoid-mieloid, masik fele csak limfoid érintettséget mutatott. A
kettds érintettség egyértelmlien a pluripotens Ossejt eredet lehetdségét tamogatja. A
kizarolagos limfoid érintettség magyarazhatdé az MS-PCR modszer alacsony érzékenységével
amely hasonld, mint a HUMARA-¢, hiszen ugyantugy két allél mennyiségi viszonyaiban
bealld valtozast kell kimutatni. {gy lehetséges, hogy a mieloid vonalban eléfordulod, deléciot
hordoz6 sejtek gyakorisdga ezen esetekben a mddszer érzékenysége ala esett.

A HUMARA ¢és MS-PCR vizsgalatok informativ esetei koziil 20-bol késziiltek
parhuzamos vizsgalatok. Nyolc MDS-bdl 1-ben talaltunk parhuzamos del(5q)-t ¢s HUMARA
monoklonalitast, tovabbi 6 esetben csak a HUMARA mutatott monoklonalitast. Tizenkét
MPN-ben az 9sszes esetben igazolhatd volt HUMARA-val monoklonalités és 4 eset mutatott
parhuzamosan deléciot MS-PCR-rel ugyanazon sejtvonalakban. Az a jelenség, hogy
feltehetden hasonlo kimutatési érzékenység mellett joval kevesebb esetben jelent meg delécio,
mint monoklondlis proliferacié tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy a vizsgalt del(5q) és
del(20q) a tumorfejlodés egy késobbi Iépéseként alakulhatnak ki egy monoklonalis
proliferaci6 talajan.

Az MS-PCR vizsgélatokkal arra is kerestiik a valaszt, hogy a hagyomanyos
citogenetikai modszereknél joval kisebb deléciok kimutatasara is alkalmas molekularis
technika segitségével esetleg nagyobb aranyban kimutathat6-e a 20q és 5q deléci6 MDS-ben
¢s MPN-ben. Eredményeink szerint MDS-ben nem volt gyakoribb egyik delécio sem. MPN-
ben viszont sikeriilt 14%-ban kimutatnunk a del(5q)-t, ami nem jellemzd erre a betegség
csoportra. A del(20q) kb. kétszer akkora gyakorisdgot mutatott (26%), mint a hagyomanyos
metafazis citogenetikaval kimutathat6 eléfordulas.
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Sejtvonal specifikus JAK2V617F mutacio6 vizsgalatok

A 28 MPN-es betegbdl végeztiik el a vizsgalatot, akiknél a rutin diagnosztikai eljaras
soran a teljes vérbodl késziilt vizsgalat mutaciot igazolt. Tizenegy esetben a JAK2V617F
mutacio sejtvonal szintli eldéforduldsat Osszevetettik HUMARA-val kimutathato
monoklonalitassal is. A JAK2V617F mutacié minden esetben kimutathaté volt a mieloid
sejtekben. A limfoid sejtek érintettsége 80% feletti volt PMF-ben és PV-ben, mig ET-ben is
eléfordult az limfoidok kétharmadaban. Mindez arra utal, hogy a JAK2V617F mutacié az
esetek jelentds tobbségében pluripotens dssejtben kdvetkezik be.

A parhuzamos HUMARA vizsgalatok sejtvonal szinti monoklonalitds eredményei
MPN-ben 11-bdl 7 esetben (64%) megegyeztek a JAK2 mutécios érintettséggel. A maradék 4
esetben a HUMARA nem tudott monoklonalitast igazolni, valamelyik sejtvonalban, ahol a
JAK?2 mutacidés vizsgalat pozitiv volt. Ez magyarazhato azzal, hogy a JAK2V617F PCR
érzékenysége magasabb, mint a HUMARA-¢, amelynél a pozitiv eredményhez 50-60%
monoklondlis sejt szlikséges a mintaban.

Osszefoglalas

A HUMARA X-inaktivacios vizsgalathoz 1j, 90%-os specificitdsu kritériumokat
dolgoztunk ki, valamint meghataroztuk a modszer érzékenységét. A HUMARA vizsgalatok a
patologiai diagnozissal Osszhangban, a vizsgalt esetek tobb, mint négydtodében
monoklonalitast igazoltak, igy a HUMARA az altalunk hasznalt 0j kritériumokkal a
diagnosztikdban is alkalmazhatd6 monoklonalitas tesztnek bizonyulhat. A sejtvonal specifikus
HUMARA X-inaktivacios vizsgéalatok eredményei alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az
MDS ¢és az MPN esetek tobb, mint egyharmadaban pluripotens dssejt eredetii a betegség.

Szintén sejtvonal specifikus MS-PCR segitségével kimutattuk, hogy a del(5q) mindkét
betegségcsoportban elsdsorban mieloid sejtekben jelentkezik, mig a del(20q) megtalalhat6 a
periférids limfoid sejtekben is. A del(20q) limfoid megjelenése a del(5q)-nal kordbbi,
pluripotens 0Ossejt szintjén bekovetkezd deléciora utal. Mivel a HUMARA-val kimutathato
monoklonalitds gyakorisaga nagyobb, mint az MS-PCR-rel kimutathat6 deléciok gyakorisaga,
ezért feltételezziik, hogy a del(5q) és del(20q) a tumorfejlodés egy késdbbi 1€péseként jelenik
meg, egy mar fenndll6 monoklonalis proliferacié talajan. A deléciok eléfordulési gyakorisaga
szempontjabol az MS-PCR mddszer nem mutatott kiilonbséget hagyoményos citogenetikdhoz
képest MDS-ben. Azonban MPN-ben, ahol a del(5q) ritkdn fordul eld, 14%-ban talaltuk meg
az eltérést. MPN-ben a del(20q) esetében az irodalomban leirt és hagyomanyos
citogenetikaval kimutatott el6forduldsi aranyoknal magasabb, kb. 2-szeres gyakorisagot
(26%) mutattunk ki.

A sejtvonal specifikus JAK2V617F mutacios vizsgalatok PMF-ben és PV-ben 80%
feletti aranyban, ET-ben az esetek kétharmaddban a mutacid pluripotens Ossejt eredetét
igazoltadk mindkét sejtvonal érintettsége révén.

Konkluzioként elmondhatd, hogy 3 kiilonbozé vizsgélati mddszerrel, illetve ezek
kombinaciodjaval sikeriilt igazolnunk, hogy az MDS-ek és MPN-ek jelentds része - betegség
tipustol fliggden 31-89% ardnyban - pluripotens Ossejt eredetli betegségeknek tekinthetd.
Val6szintisithetd, hogy a JAK2V617F mutacido az esetek tobbségében a betegség korai,
pluripotens dssejtet érintd staddiumaban jelenik meg. A del(20q), ahol el6fordul, ott szintén
pluripotens dssejtben jelentkezik az MPN-ekben. Az MPN-ek nagyobb részében a del(20q) és
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del(5q) jelenléte nélkiil is kimutathato a HUMARA-val monoklonalitas, ezért valdszinii, hogy
ezek a deléciok szekunder elvaltozasként jelennek meg a tumorfejlédésben.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Uj, 90%-os specificitast, kontroll szévetet nem igényld, limfoid és mieloid sejtvonalra
specifikus klonalitasi kritériumokat hataroztunk meg a HUMARA X-inaktivacids klonalitas
vizsgalathoz. Meghataroztuk a HUMARA szenzitivitasat, mely szerint a modszer legalabb
50-60% monoklonalis sejtet tartalmazé mintdkban alkalmas klonalitas vizsgalatra. Teszteltiik
¢s igazoltuk a HUMARA modszer kvantitativ jellegét poliklonalis és monoklonalis sejteket
tartalmazd keverék mintakon.

2. HUMARA klonalitdsi eredményeink alapjan, kettds limfoid-mieloid monoklonalitas
kimutatasaval igazoltuk, hogy MDS-ben és MPN-ben egyarant, a vizsgalt esetek tobb, mint
egyharmadéban pluripotens hemopoetikus dssejtbdl indult ki a tumor.

3. MS-PCR segitségével kimutattuk, hogy az del(5q) mindkét betegségcsoportban elsésorban
mieloid sejtekben jelentkezik, mig a del(20q) megtalalhato a periférias limfoid sejtekben is. A
del(20q) limfoid megjelenése a del(5q)-nal kordbbi, pluripotens dssejt szintjén bekdvetkezd
deléciora utal. Parhuzamos vizsgéalatokban a HUMARA-val kimutathaté monoklonalités
gyakorisaga nagyobb volt, mint az MS-PCR-rel kimutathaté deléciok gyakorisdga, ezért
feltételezziik, hogy a del(5q) és del(20q) a tumorfejlodés egy késobbi Iépéseként,
addiciondlisan jelennek meg, egy mar fenndll6 monoklonalis proliferaci6 talajan.

4. A vizsgalt 5q és 20q deléciok eléfordulasi gyakorisdga szempontjabdl az MS-PCR modszer
nem mutatott kiilonbséget hagyomanyos citogenetikdhoz képest MDS-ben. Magasabb
eléfordulast sikeriilt azonban kimutatni MPN-ben del(5q) (14%), ill. del(20q) (26%) esetében.

5. Sejtvonal specifikus JAK2V617F mutacios vizsgalatokkal igazoltuk, hogy PMF-ben és PV-
ben 80% feletti aranyban, ET-ben a vizsgalt esetek kétharmaddban a mutacié pluripotens
Ossejtben kovetkezett be, mivel eléfordult a limfoid és a mieloid sejtekben is. Eredményeink
alapjan a JAK2V617F mutaciot hordozdé MPN-ek talnyomo tobbsége pluripotens Ossejt
eredetiinek tekinthetd.
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