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1. Bevezetés

A daganatos betegségek kozott a malignus lymphoma incidenciaja kifejezett mértékben
novekszik. Az anapldzis nagysejtes lymphoma (ALCL) egy viszonylag 0j - 18 éves - entités,
Ki-1, majd CD30 pozitiv lymphomanak nevezték el, a nagy malignitasu, null- illetve T-sejtes
fenotipusu lymphomak kozé tartozik. Magyarorszagon ezidaig nem tortént a betegséget érintd
komolyabb kutatds. Jelen tanulményban e korforma Iényegét add ritka kromoszoéma
transzlokaciok vizsgalata mellett genotipus meghatarozasra is sor kertilt, kiegészitve kiterjedt
immunhisztokémiai vizsgéalatokkal. Francia és angol kutatopartnerrel, valamint patologiai és
laboratoriumi egyiittmiikodés keretében éaramlési citometriai, citogenetikai €s tovabbi
molekularis genetikai vizsgalatok torténtek meg anaplazids nagy sejtes lymphomads betegek
mintdin. Létrehoztunk egy orszagos ALCL regisztert, melyhez az elmult évek soran
nemzetkdzi viszonylatban is jelentés szdmu hazai beteg adatat gyljtottik Ossze. A
legfontosabb klinikopatoldgiai jellegzetességek ismertetése mellett az irodalomi adatokkal is
Osszehasonlitottuk a magyar adatokat. A modern terapidk koziil az autolég hemopoetikus
Ossejt transzplantacid ALCL-ben torténd alkalmazasardl is beszamolunk.

Mami Shiota és mtsai 1994-ben a t(2;5)(p23;q35) transzlokacioval jaré Ki-1 lymphomaban
egy 80 kD molekulatomegili hyperphosphorilalt protein tirozin kinazt mutattak ki, melyet p80-
nak neveztek el. E fehérje ellen nyulban termeltettek poliklonalis antitestet. RT-PCR
technikaval bizonyitottak, hogy a p80 fehérje az NPM-ALK tirozin kinaz fazids fehérjével
egyezik. Otven kiilonbdzé lymphoma eset koziil 3 izben adodott pozitivnak az anti-p80 festés
mind a magban, mind a citoplazmaban. A festédés intenzitdsa nem volt egyenld a
tumorsejtekben. Ezekben az esetekben jelen volt a t(2;5) transzlokacid, ugyanakkor nem
¢észleltek pozitivitast olyan lymphomakban, ahol a transzlokacié nem volt jelen. Pulford és
mtsai 1997-ben ismertettek egy uj, monoklonalis antitestet alkalmazé immunokémiai
modszert, melyben az ALK1 antitest felismeri mind a 80 kD-os NPM-ALK kiméra mind a
200 kD-os normalis human ALK fehérje formalin rezisztens epitopjat. Ezen Uj
immunhisztokémiai modszer alkalmazasaval — az ALK pozitivitast figyelembe véve -
diagnosztikus ¢és prognosztikus alcsoportokat hoztak létre az anapldzids nagysejtes
lymphoman beliil. Korabban klinikai szempontbdl 4 csoportra osztottak fel a betegséget: 1.
Szisztémas forma (nodalis, extranodalis), 2. Primer cutan forma, 3. HIV-related, 4. Szekunder
forma (lymphomatoid papulosis, mycosis fungoides, periférias T-sejtes lymphoma (PTCL),
Hodgkin lymphoma transzformacidja). Ujabban — az ALK festés bevezetése 6ta — 3 6
csoportot kiiliinboztetlink meg: 1. ALK1 pozitiv szisztémas ALCL, 2. ALK negativ
szisztémas ALCL, 3. Primer cutan ALCL (ALKI negativ). Az ALK pozitiv esetek altalaban



fiatalok, eldrehaladott, kiterjedt betegséggel, gyakran extranodalis manifesztacidval
jelentkezik, ugyanakkor a progndzis a legtobb irodalmi adat szerint szignifikdnsan jobb az
ALKI negativ esetekhez képest.

Nagy eldrelépést jelentett a betegség patogenezisének pontos tisztdzasaban, amikor 1989-ben
leirtak ALCL-es eseteket, melyben t(2;5)(p23;q35) transzlokacio volt megfigyelhetd. Az

elmult évek soran szamos molekularis genetikai eltérést leirtak ALK pozitiv ALCL-ben (1.

tablazat).
Partner gén Transzlokacio Fuzios fehérje ALKl Gyakorisag Szerzo (év)
molekulatomeg Festodés
Nucleophosmin | t(2;5)(p23;935) 80 kDa Mag, 75 % Morris
Nucleo, 1994
Citoplazma
TPM3 t(1;2)(q25;p23) 104 kDa Citoplazma 18 % Lamant
1999
TFG t(2;3)(p23;921) 85(S) 97 (L) Citoplazma 1% Hernandez
113 (XL) kDa 1999
ATIC Inv(2)(p23;935) 96 kDa Citoplazma 4 % Colleoni
2000
CLTC t(2;17)(p23;ql 1ter) 248 kDa Citoplazma 1 % Touriol
(granuldris) 2000
TPM4 t(2;19)(p23;p13.1)  ~104 kDa Citoplazma (<1 % Meech
2001
Moesin t(2;X) 125 kDa Membran (<1 % Tort
(p23;q11-12) 2001
ALO17 t(2;17)(p23;925) ~192 kDa Citoplazma <1 % Cools 2002
MYH9 t(2;22)(p23;q11.2) 220 kDa Citoplazma (<1 % Lamant
2003

1. tablazat ALK gén partnergénjei ALK pozitiv ALCL-ben.
2. Célkitiizések

1. Az anaplazids nagysejtes lymphoma differencidl diagnosztikai nehézségei miatt a
pontos szdvettani besorolas eldsegitése immunhisztokémiai vizsgalatokkal (alap T-,
B-markerek, CD30, CDI15-6n kiviill ALKl - intracitoplazmatikus eloszlasat
figyelembe véve, TIA-1, Perforin, Granzyme-B, CD68).

2. Genotipust megallapitasa polimerdz lancreakcioval (PCR) az immunglobulin nehéz
lanc (IgH) és a T-sejt receptor (TCR) béta- illetve gamma génatrendezddés
vizsgalattal.

3. Magyar mintadkon elészor — a t(2;5) és t(1;2) transzlokaciok DNS alapu PCR
vizsgélata, valamint ezen mintdk reverz transzkriptaz (RT)-PCR vizsgalata az

extrahalt RNS-ek felhasznalasaval.



4.  PCR metodikaval 33 ALCL-es ¢s 28 B-sejtes lymphomas beteg periférias vérébol a
multidrug rezisztencia (MDR) gén mutéacio (3435) gyakorisdganak megéllapitasa,
valamint 2 esetben csontveld aspiratumbdl funkcionalis MDR teszt végezése és ezek
klinikummal val6 dsszevetése.

5. PCR-al 4, a vénas ¢és artérids thrombembolia kialakuldsaban riziko tényezoként
szerepet jatszo mutacid vizsgalata 43 ALCL-es és 22 B-sejtes nagy malignitast
lymphomas beteg periférias vérébdl (FV Leiden mutacid, Prothrombin G20210A
mutacio, PIA2 allél, MTHFR C677T mutacio).

6.  Citogenetikai vizsgalat elvégzése 5 ALCL-es beteg csontveld mintdjabol, 4 beteg
nyirokcsomo6jabol, illetve egy ALCL-es leukémidas beteg periférids vérébol.

7. Aramlasi citometriai vizsgalat elvégezése 9 ALCL-es csontvelé mintan, valamint 17
ALCL-es beteg periférias vérén T- és B-sejt markereket alkalmazva.

8.  Keringd NPM-ALK ¢és ALK ellenes antitest kimutatdsa 27 ALCL-es, 8 DLCL-es és
2 Hodgkin lymphomas beteg szérumabol.

9. Egy orszagos ALCL regiszter létrehozdsa, melyben a betegek legfontosabb
demografiai, klinikai, szovettani, kezelési ¢és tulélési eredményei lesznek
értékelhetok.

10. A hazai 3 felnétt transzplantacids centrumban végzett 23 ALCL-es beteg autolog
hemopoetikus 6ssejt transzplantacios eredményeinek vizsgalata.

3. Betegek és modszerek

Franciaorszagban, Toulouse Purpan Egyetem ,Laboratory of Anatomic Pathology”-ban
Georges Delsol professzor laboratoriumaban végeztem molekularis genetikai ¢és
immunhisztokémiai vizsgalatokat. Harmincharom, az orszdg 5 patologiai intézetébdl
szarmaz0 paraffinos nyirokcsomo blokkot (Gydr, Kaposvar, Miskolc, SOTE II. Patholdgia,
Szombathely) és 16 fagyasztott nyirokcsomé biopszias mintat (PTE AOK Pathologiai Intézet
¢s Szombathelyi Korhaz Pathologiai Osztaly) volt médomban megvizsgalni.

3.1. Immunhisztokémia
Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz modositott Shi modszerrel végeztiik a paraffinos

blokkokbol az antigén el6hivast. Az alabbi vizsgalatokat végeztiik el:

1. Hematoxylin-eosin festés (HE)
2. ALK1 festés

3. Perforin festés

4. TIA-1 festés



5. Granzyme B festés
6. CD68 (Kpl) festés
7. CD30 (Ki-1) festés

3.1.1. Immunhisztokémiai eredmények

A magyar ALCL regiszterben 180 beteg adatai allnak rendelkezésre, koziiliik nem
mindenkinél értékelhetd az Osszes adat. Hetvenegy beteg (44 %) null sejtes, 44 (26 %) T-
sejtes, 29 (17 %) B-sejtes az immunfenotipus, mig 25 esetben (15 %) nincs adat. P80, illetve
késdbbiekben, valamint ismételt vizsgalat soran ALK festésre 90 esetben keriilt sor. Ezek
koziil 24 volt pozitiv (26,7 %). Amennyiben csak a T/null fenotipusuakat vizsgaljuk, hasonlo
marad az ALK pozitivak hanyada (18/65, vagyis 28 %). Az irodalmi adatok ennek az
aranynak a duplajat emlitik a T/null lymphomésok koz6tt. Valdsziniileg a morfolégiai, illetve
immunhisztokémiai vizsgalatok bovitésével (pl. BNH9, CBF 78, EMA) az ALCL-es esetek
szama anyagunkban csokkenne. ALCL-nek diagnosztizalt esetek egy része minden bizonnyal
Hodgkin lymphoma un. ,tumorsejt gazdag” altipus, illetve periférias T-sejtes lymphoma,
mely entitdsokban az ALK 1 természetesen negativ.

A PTE AOK Patholdgiai Intézetben vizsgalt immunhisztokémiai rekciok soran ALK pozitiv
esetek kozil 8-at volt mdédunkban ismételten megvizsgalni az intracellularis lokalizacid
szempontjabol. Citoplazma, mag, magvacska pozitivitast 6 betegnél, csak citoplazma
festddést 2 esetben észleltiink.

A Toulouse-ban megvizsgalt 35 ALCL-es paraffinos blokkbdl készitett metszeteken végzett
ALKI1 festés soran pozitivnak itélt 6 esetnél, valamint 1 t(2;5) transzlokacid pozitiv
fagyasztott anyagon kiegészit6 immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. Az egyik
,paraffinos” metszet végiil a megismételt ALK festés soran negativnak bizonyult. Az elsd
vizsgalattal a hattér neutrofil peroxidaz reakciok adhattdk az alpozitiv reakciot. Egy esetben
adodott a folyamat monocita marker pozitivnak (CD68), ugyanakkor morfologiailag egy
masik eset is lymphohistiocytas képet mutatott. A citotoxikus markerek koziil, melyek
ALCL-ben tortént vizsgalatairdl hazai szerzok is beszdmoltak a perforin és TIA-1 minden
esetben, a Granzyme B 1 esetben volt pozitiv. Az ALK pozitiv esetek intracitoplazmatikus
festddése soran az 5 eset koziil 4 mind mag, nucleolus és citoplazmatikus pozitivitast is
mutatott, mely arra utalt, hogy t(2;5) transzlokacidval, vagyis nucleophosmin-anaplazias
citoplazma festddést, mely a joval ritkdbb transzlokaciok egyikének jelenlétét sugallta. A

fagyasztott mintabol nem sikeriilt kelléen jo, finomabb értékelésre alkalmas metszetet



késziteni, mindossze az volt megallapithatd, hogy ALK1 pozitiv a folyamat. Sajnos a
megkisérelt DNS izoladlas a paraffinos blokkbol nem jart sikerrel, igy nem tudtunk
molekularis genetikai vizsgalatokat (PCR, Southern blot) elvégezni, pedig annak a lehetdsége

is megvolt, hogy egy teljesen 4j transzlokaciot fedeziink fel.

Név CD30 CDe68 Perforin Granz. B TIA-1 HE ALKl
15414 POZ  NEG POZ NEG POZ LH POZ
TRI22A Cp, M 1-1 POZ sejt | Cp (gr) Cp,mag,N
15404 POZ | NT POZ NEG POZ CT POz
SZI16M Cp(gr) 1-1POZsejt  Cp(perinucl) Csak Cp
15409 POZ POZ POZ NEG POZ LH POZ
BAN21Z (diffaz) Cp,M Csak hattér Cp (gr) Cp,mag,N
15403 POZ | NT POZ NEG POZ CT POz
KIS46Z Cp,M Cp(gbcos) KS | Cp,magN
154107 POZ | NT POZ Erésen POZ  POZ PT NEG
PAS78S Cp (gr) Cp (gr) CL  artefact
15396 POZ  NT POZ POZ POZ CT POz
HAV67] Cp,M Cp (gr) Cp (gr) Cp,mag,N
15690* POZ | NT POZ NEG NT CT POz
GER3M Cp, M Csak hattér ? (?)

2. tdblazat. ALK pozitiv esetek kiegészitd immunhisztokémiai vizsgalatainak eredménye.
HE: hematoxylin-eosin, POZ: pozitiv, NEG: negativ, Cp: citoplazma, M: membran, gr:
granularis, Granz B: Granzyme B, LH: lymphohistiocytas, N: nucleolus, NT: nem tortént
vizsgélat, CT: common type, KS: kissejtes, PTCL: periférids T-sejtes lymphoma, *:
fagyasztott minta, melybdl bizonytalan az immunhisztokémiai vizsgélat,  az ismételt ALK 1
reakcid negativnak bizonyult.

Az immunfenotipus vizsgalatok soran az ALK reakci6 mellett a folyamat pontos
megitélésében segitségiinkre voltak a citotoxikus markerek. A morfoldgiai altipus vizsgalatara
a hematoxylin-eosin festés a legalkalmasabb. Legtobbszor common-type és lymphohistiocytas
formaval talalkoztunk.

3.2. Molekuldris genetikai vizsgalatok
DNS és RNS izolalas utan végeztiik el a genotipus vizsgalatokat. DNS-t fenol-kloroform

madzserrel izolaltuk, mig az RNS extrakciohoz a kereskedelemben kaphatdo RNeasy Mini Kit



(Quiagen) technikat alkalmaztunk.
3.2.1. Polimeraz lancreakcio (PCR) vizsgalatok

3.2.1.1. c-raf-1 gén

Els6 alkalommal azt vizsgaltuk, hogy a kinyert DNS-iink illetve RNS-iink j6 mindségi-e,
lehet-e amplifikalni a sorozatos PCR vizsgalatok alatt. Az un. ,,housekeeping” génként c-Raf-
I-et alkalmaztunk. Az 0Osszes fagyasztott mintabol nyert DNS jol amplifikalodott. A
paraffinos blokkokbol extrahalt DNS-ek ugyanakkor nem voltak hasznalhatok tovabbi
vizsgalatokra.

3.2.1.2. Imunglobulin nehéz lanc génatrendezodés (IsH)

A B-sejtes lymphoproliferativ betegségek klonalis eredetének bizonyitasara seminested PCR
technikat alkalmaztunk Trainor illetve Ramasamy modszerével. E két modszer soran a FRII-
VH illetve a FRIII-VH specifikus band-ek nyerhet6k, mig Aubin metodikédjat kovetve a FRI
régiot is amplifikaltuk.

3.2.1.3. T-sejt receptor génatrendezdodés (TCR)
A T-sejt receptor-béta génatrendezédést két 1épéses PCR-val végeztik McCarthy

modszerével. A két diversity (D) szegmens koziil a Dbétal, a 13 J régié szegmense koziil a
Jbéta2 atrendezOdését vizsgaltuk az elsd, a varidbilis Vbéta €s szintén a Jbéta2 atrendezddését
a masodik 1épésben.

A T-sejt receptor-gamma génatrendezddést kettds (gammal és gamma2), un. multiplex PCR-
ral, seminested technikéval végeztiik 6sszesen 7 primer felhasznalasaval.

3.2.1.4. Kromoszoéma transzlokacios PCR vizsgalatok

3.2.1.4.1. t(2:5) transzlokacio
Az ALK pozitiv anapldzids nagysejtes lymphoma 75-80 %-ban NPM-ALK gének

transzlokacioja torténik meg. Ezek molekularis genetikai kimutatdsara részben RNS alapu
PCR-t (RT-PCR-t) lehet alkalmazni, mely sokkal pontosabb eredményeket biztosit. Az at nem
ir6d6 DNS szakaszok az RT-PCR soran nem zavarjak a reakciot, nem keletkeznek nem
specifikus amplifikdtumok. A RT-PCR-hoz a kinyert mRNS-bdl Access RT-PCR system
(Promega) reverz transkriptaz segitségével cDNS-t készitettiink.

A t(2;5) transzlokaci6 soran mind az RT-PCR, mind a DNS alapu PCR-ndl seminested
technikat alkalmaztunk, melynek soran az elsé amplifikatum 1-2 %-a (0,5-1 pl) volt a 2. PCR
templatja. Primereink: 5’NPM, ALK1 és ALK?2.

3.2.1.4.2. t(1:2) transzlokacid

Az ALK pozitiv ALCL 25-30 %-ban nem a NPM-ALK transzlokécio a felelds a malignus

atalakuldsért, hanem az ALK egyéb fuzids partnerei. Ezek koziil a leggyakoribb — az ALK



pozitiv esetek mintegy 18 %-ban - a TPM3 gén keriil juxta pozicidba az ALK génnel. Ezen
molekuléris genetikai eltérés igazolasara is PCR vizsgélatot alkalmaztunk. Az RNS extrakcio
utdn és a reverz transzkcripci6 utan a kovetkezd primerek felhasznaldséval végeztiik a nested
PCR vizsgélatot: az els6 PCR primerei: cTPM1, ALK1. A mésodik PCR sordn az elsé PCR
temékbdl 1 pl-t hasznaltunk templatként. A primerek a kovetkezok voltak: ¢TPM3 és ALK2.
A PCR kondiciok az el6zével megegyeztek.

3.2.2. Elektroforézis

Polyacrylamide gélt alkalmaztunk (un. heteroduplex analizis)
1. FR2a/JH-hoz és a TCR-y-hoz 6 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)
2. FR3a/JH-hoz 8 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)
3. FR1c/JH-hoz 5 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)
4. TCR-B-hoz 7 %-osat (acrylamid/bis-acrylamid 29:1)
Agardz gélt alkalmaztunk: 1. c-raf-1-hez és t(1;2) transzlokédciohoz 2 %-osat
2. t(2;5) transzlokacidhoz 1 %-osat
Mindegyik gél tartalmazott 6-8 ul ethidium bromidot a vizualizalashoz.

3.2.3. Molekularis genetikai vizsgalatok eredményei

Toulouse-ban az ALCL differencial diagnosztikai nehézségei miatt szandékosan olyan
mintdkat is megvizsgaltunk molekuldris genetikai metodikakkal, melyek az ALCL teljes

spektrumat, diagnosztikus atfedéseket is érintette.

Betegség Betegszam ALK pozitiv
Szisztémas ALCL 9 2
Szekunder ALCL 1 0

(Hodgkin lymphoma transzformacio)

Szekunder ALCL 1 0

(Periférias T-sejtes lymphoma transzformécio)

Primer cutan ALCL 1 0
Hodgkin lymphoma 2 0
Immunoblastoma 2 0

3. tablazat. Toulouse-ban genotipus vizsgalaton részt vett mintak szovettani megoszlasa
A tablazatbol jol lathato, hogy sem a szekunder ALCL, sem a primer cutan forma, sem a
Hodgkin lymphoma, sem az immunoblastoma nem mutatott ALKI1 pozitivitist. Az

imunoblastoma ritka tipusaban a teljes hosszusagt ALK gén expresszalodik, mely



immunhisztokémiai reakcioval (ALK1 festés) kimutathatd. Ezen esetek CD30 negativak. Az

altalunk vizsgalt 2 eset nem ebbe a ritka csoportba tartozott.

3.2.3.1. Génatrendezodési vizsgalatok eredménvei

A 16 fagyasztott minta mindegyikén elvégeztiik mindharom immunglobulin nehéz lanc (IgH)
génatrendezddési (FR1c¢/JH, FR2a/JH, FR3a/JH) és mindkét T-sejt receptor (TCR-béta, TCR-
béta) génatrendezddési PCR vizsgalatot. Amennyiben a 3 IgH génatrendezédés koziil
legalabb egynél pozitivitast észleltiink, akkor a folyamatot bizonyitottan B-sejtesnek tartottuk.
Hasonloan, a TCR vizsgalatok koziil akar a TCR-béta, akar a TCR-gamma PCR pozitivnak

adddott, az eset T-sejtes genotipusu.

Vizsgalat |FR1c/JH |FR2a/JH |FR3a/JH |TCR-y TCR-B
(yI vagy yII) | (VB/IB vagy DB/JP)
+/6ssz€s 5/16 5/16 2/16 5%/16 3/16 (csak DB/IB+)

4. tdblazat. Génatrendez0dési eredmények. * egy esetben ugyan klonalis volt a folyamat, de a
band intenzitasa 0sszehasonlitva ugyanennek a betegnek az IgH génatrendezddési band-jével
azt sugallja, hogy egy reaktiv, kisebb T-sejtes klonbol szarmazott az amplifikdtum. A TCR-
béta génatrendez6dés PCR-ok koziil csak a Dbéta/Jbéta modszerrel észleltiink pozitivitast, a
Vbéta/Jbéta-val nem. Az IgH génatrendez0dés vizsgalat koziil 2-2 betegnél észleltiink csak az
egyik PCR-ral pozitivitast (egyikben az FR1c/JH, a masik FR2a/JH), kettd PCR-ral (mindkét
esetben az FR1¢/JH és FR2a/JH) és mindharom PCR-ral pozitivitast. A TCR génatrendezddés
koziil az emlitett reaktiv T-sejt klonon kiviil (melyet TCR-gamma II-vel mutattunk ki) 2 beteg
mintdja volt pozitiv mind a TCR-béta, mind TCR-gamma vizsgalattal (egyiknél csak a TCR-
1 volt pozitiv a TCR-béta mellett, mig a masiknal mindkét TCR-gamma pozitiv volt). Ot
esetben a pozitiv TCR génatrendezddést haromszor megismétetiik, mellyel konfirmaltuk az

eredményeket.




Genotipus Null-sejtes T-sejtes B-sejtes Hibrid (T és B)
esetszam 7 3 4 2
2xTCR-y1 1 x FR1c/JH 1 x FR1c/JH

Nincs ¢s FR2a/JH ¢s FR2a/JH
génatrendezddés ¢s FR3a/JH ¢s FR3a/JH
pozitivitas ¢s TCR-yI
(mindkeét t(2;5) ¢s TCR-B
transzlokacio (DB/IB)

_ pozitiv eset null-| | x TCR-B 1 xFRIc/JH |1 x FR1¢/JH

%ﬂ sejtes genotipust) | (DB/IP) és és FR2a/JH és FR2a/JH

E TCR-y I és 11 ¢sTCR-

§ (D/I)

& 1 x FR1¢/JH

S Ix FR2a/JH

5. tablazat. Genotipus eredmények.

Legtobb esetben a genotipus vizsgalatok nem valtoztattdk meg a diagnozist. A 8 null-sejtes
ALCL-es beteg koziil hatnal null-, 1-1 esetben B-, illetve T-genotipus igazolodott. A T-sejtes
fenotipust ALCL-es esetek koziil a primer cutan forma és egy szekunder T-ALCL-es minta
T-genotipustnak, egy T-fenotipust hibrid B/T genotipustinak bizonyult. A harom Hodgkin
lymphomas eset koziil ketté B-, egy pedig null-genotipusti, a két immunoblastomas eset koziil

egy B-, egy pedig hibrid B/T-genotipusu volt.

3.2.4. Multidrug rezisztencia gén vizsgalata

A PTE AOK Klinikai Kémiai Intézetben végeztiik a molekularis genetikai vizsgalatokat. Az
MDR-1 gén 26. exonjaban, a 3435-6s pozicidban bekdvetkezd pontmutacié kimutatasara LC-
RPCR-t (light cycler real time polimeraz lancreakcid) alkalmaztunk. Ez egy egylépéses
genotipizalas, ahol a PCR-t kombindljuk egy fluoreszcens probaval, mely a DNS
olvadaspontjat (melting point) analizadlja. A betegekben kialakult ,single nucleotid
polymorphismust” (SNP) detektaltuk. 33 ALCL-es és 28 B-sejtes lymphomas ( 15 DLCL, 3
MCL, 3 B-ALL, 3 B-CLL, 2 myeloma multiplex, 2 Hodgkin lymphoma) betegnél
megvizsgaltuk az MDR gént a periférias vérbdl extrahdlt DNS-eken.
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Modszer: A betegek alvadasgatolt periférids vérébol Maniatis modszer szerint nyertiink DNS-
t. A DNS-ekbdl LightCycler MDR-1 mutacio detektal6 teszttel (Hoffman La Roche) végeztiik
el a vizsgalatot gyakorlatilag majdnem teljesen automatizalt metodikaval egy kit segitségével.

3.2.4.1. Multidrug rezisztencia vizsgalatok eredményei

MDR gén

Betegség HO C HO T ]

nagy riziké |HZ kis Osszesen

riziko

ALCL 8 18 7 33 eset

24 55 21 100%
B-sejtes lymphoma 8 13 7 28 eset

29 46 25 100%
Eurdpai populacio 17-28 48-54 20-23 % (600 egészséges)

6. tablazat MDR gén PCR eredmények

Mind az ALCL-es, mind a B-sejtes lymphomas betegeknél természetesen a homozygota C
illetve homozygota T, valamint a heterozygota T,C-s esetek ardnya az egészséges eurdpai
populaciééhoz hasonld. Ennél sokkal fontosabb, hogy a genetikai predispozicié megjelenik-e
a betegség lefolyasaban. Vajon a multidrug rezisztencia szempontjabol nagy rizikot jelentd
homozygota C allapot tiikrozddik-e a klinikai allapotban. A nagyon kis esetszdm miatt
messzemenod kovetkeztetések nem vonhatdak le. A kemoterdpiaban nem részesiilo primer bor
ALCL-es eseteket leszamitva és a B-sejtes lymphomasok eredményeit is vizsgalva az alabbi
megfigyeléseket tartjuk megemlitendének:
1. Feltiind, hogy mig a nagy rizikoval jar6 homozygota C esetekben az elsdként
valasztott kezelés soran nem sikeriilt komplett remissziot elérni, addig a heterozygota
T,C illetve homozygota T esetben igen.
2. Primer progressziot is gyakrabban észleltiink a nagy rizikdju csoportban.
3. A reszpondereknél fellépd relapszus megitélése nehéz, mivel foként a homozygota C-s
betegeknél a MDR mar kezdetben kialakulhat primer progressziot eléidézve. Ezekben
az esetekben mar nem beszélhetiink relapszusrdl, igy ilyenkor hamisan kevés a
relapszus rata.
4. A nagy rizikéjuak koziil halt meg alapbetegség progresszidban a legtobb beteg a

vizsgalt periodusban.
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1.th-ra Primer Relapszus Halal
CR Progresszio alapbetegségben

Homozygota C 0/14 6/14 2/6 5/14
Nag! kockazat
Homozygota T 15/31 5/31 6/17 5/31

Kis kockazat

Heterozygota 7/14 1/14 2/7 3/14

Kozepes kockazat

7. tablazat. MDR gén status és klinikai lefolyas 0sszefiiggése.

Két esetben modunk nyilt a genetikai vizsgalat mellett T-sejtes ALCL-es csontvel6bol P-
glycoprotein (P-gp) expressziot, valamint Calcein-MDR tesztet végezni flow citometrids
modszerrel. A CD7 pozitiv T-sejteken igen alacsony (6-13 %-o0s) P-gp expresszio volt
detektalhatd, szemben a myeloid sejtek 69-73 %-os intenzitdsdval. A Calcein-teszt soran
intenziv (92-98 %-os) festédés volt észlelhetd, mely gyenge funkcionalis MDR tulajdonsagot
jelzett. Verapamil kezelésre a pozitiv sejtek ardnya csak 1-2 %-al emelkedett €s a fluoreszcens
intenzités atlaga sem valtozott.

3.2.5. Thrombophilia genetikai vizsgalatok

A daganatos betegségek citosztatikus kezelése soran megnd a thrombembolias események
gyakorisdga a tumorbol kiszabadul6 prokoagulans anyagok hatasara. Megvizsgaltuk, hogy az
ALCL-es beteganyagban a thrombophilia genetikai eredmények Osszefiiggésben vannak-e a
thrombembolids események kialakuldsaval. Ertékeltik a betegség soran fellépd
thrombembolias eseményeket, azok stlyossagit. Osszehasonlitottuk az ALCL-es betegek
thrombophilia gén eredményeit egyéb lymphomas betegek eredményeivel.

Klinikank molekularis genetikai laboratériumdban évek 6ta miikodé thrombophilia genetikai
vizsgalatok soran 43 ALCL-es és 22 B-sejtes lymphomas betegnél (16 DLCL, 2 MCL, 2
Hodgkin lymphoma, 1-1 B-ALL, myeloma multiplex) megvizsgaltunk 4, a thrombophiliaban
szerepet jatszd gént a periférias vérbol extrahalt DN'S-eken.

Mig az elsd két gén heterozygota illetve kiillondsen homozygota muticidja sordn a vénas
thrombembolids betegségek kialakuldsdnak kockazata ndvekedik, addig a PLA2, MHTFR
gének mutacidja az artérids thrombembolids epizddok rizikojat fokozza. Az utdbbi csak

emelkedett szérum homocystein szint esetén igaz.
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3.2.5.1. Thrombophilias vizsgalatok eredményei

Betegség Factor V Leiden Prothrombin G20210A

HO ||HZ |NO Ossz  |HO HZ NO Ossz
ALCL 0 5 38 43 0 1 39 40

0 12 88 100% ||0 2 98 100%
B-sejtes 0 1 21 22 0 0 22 22
NHL 0 5 95 100% ||0 0 100 100%
NHL o0sszes Allélfrekvencia: 4,6% (n: 65) | Allélfrekvencia: 0,8 % (n: 62)
Hazai populacio | Allélfrekvencia: 3,68 % Allélfrekvencia: 1,21 %
Betegség MTHFR gén* PLA2 gén

HO |HZ |NO Ossz |HO HZ NO Ossz
ALCL 6 19 17 42 2 15 24 41

14 45 41 100% ||5 37 58 100%
B-sejtes NHL 0 11 11 22 0 8 14 22

0 50 50 100% ||0 36 64 100%
NHL o6sszes Allélfrekvencia: 32,8 % (n: 64) | Allélfrekvencia: 21,4 % (n: 63)
Hazai populacio | Allélfrekvencia: 33,7 % Allélfrekvencia: 16,2 %

8. tablazat Thrombophilia genetikai eredmények ALCL-ben és B-sejtes lymphomakban.
HO: homozygota, HZ: heterozygota, NO: nincs mutacio

A thrombophilia genetikai eredmények koziil a Leiden mutacié az ALCL-es betegek koziil 5,
B-sejtes lymphomasok koziil 1 esetben mutatott heterozygota allapotot, homozygota status
nem volt. A Prothrombin G20210A gén egyetlen esetben mutatott heterozygota mutaciot.
*Az MTHFR gén mutacid jelentdsége mara mar elveszitette jelentdségét, tekintve, hogy a
homocystein lebontasanak csak egyik utjdban van szerepe, és a thrombembolidban valodi
rizikd a plazma homocystein magas szintje nem pedig az MTHFR gén mutéicidoja. A
rendelkezésre all6 adatokat azonban feldolgoztuk: homozygota statusz viszonylag gyakran
(14 %) volt észlelhetd az ALCL-ben tovabbi 45 9% heterozygota volt, B-sejtes
lymphomésoknal homozygota muticio nem volt, viszont az esetek felében heterozygota
allapotot regisztraltunk. A plazma homocystein szintrél nincs adatunk. A PLA2 mutacid
hasonl6 gyakorisaggal fordult elé a két betegcsoportban (homozygota csak az ALCL-esek
kozott volt). Thrombembolids esemény 6t alkalommal fordult eld: 2 artérids embolizacio (1-1

also végtagi illetve a. cerebri media teriileti), mélyvénas thrombosist 3 esetben észleltiink (2
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als6 végtagi, 1 subclavia), mindharom esetben a bulky betegség ér kompresszidjaval

Osszefliggésben alakult ki a thrombosis.

3.2.6. Citogenetikai vizsgalatok

A vizsgalatokat a PTE AOK Pathologiai Intézetében végeztiik. Metafazisos kromoszoma
preparatumot készitettiink igynevezett direkt modszerrel — legtobb esetben — csontvel Obal.

3.2.6.1. Citogenetikai eredmények

Osszesen 10 esetben tortént citogenetikai vizsgalat ALCL-es mintan. Négy betegnél
nyirokcsomd biopsziabdl, 5 izben csontveld aspirdtumbol egy betegnél az ALCL-leukémias
vérbdl végeztiik el a kromoszdma vizsgalatot. A vizsgalat 9 esetben sikertlt, mely koziil 5
betegnél normadlis XY karyotypust, 1 betegnél normalis XX karyotypust talaltunk, egy esetben
nem volt értékelhetd metafazis. Négy esetben kordbban ALK negativnak diagnosztizalt
betegségben végeztik a vizsgéalatot, melyek koziil 3-ndl a vizsgdlt csontveld
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan nem <érintette a csontvel6t. Egy betegnél bar a
csontveld priméren érintett volt, kromoszéma eltérés nem igazolodott. Egy betegnél ALK
pozitiv.  ALCL miatt fél évvel az autoldg periférids vérdssejt transzplanticiot kovetden a
periférias vér TCR-gamma génatrendezddés pozitivnak adddott, emiatt keriilt sor csontveld
biopsziara, melynek soran az aspiratumbdl tortént citogenetikai vizsgalat nem mutatott
abnormalitast. Négy betegnél nyirokcsomo mintabol tortént citogenetikai vizsgalat. Egy izben
normal karyotypus igazolodott, egy betegnél nem volt értékelhetd a vizsgalat, két betegnél
komplex karyotypus eltérést mutattunk ki. Az elsé betegnél idokézben ALCL leukémia
alakult ki, a periférias vérbol a nyirokcsomoéval megegyez6 volt a citogenetikai eltérés. Bar a
2. kromoszémat érintette a komplex citogenetikai eltérés, mégsem lehetett t(2;5)
transzlokaciot kimutatni (FISH vizsgélattal sem). A masik betegnél szintén komplex
karyotypus eltérést észleltiink, ugyanakkor egyértelmiien megéllapithatd volt a t(2;5)
transzlokacio is, melyet FISH vizsgalattal és ALK festéssel is megerdsitettiink.

A Fluorescein in situ hybridisatio segitségével lehetévé valik a konkrét kromoszoéma
transzlokacid igazolasa. A 2-es kromoszoma rovid karjan az ALK gént tartalmazo nagyobb
génszakaszt z0ld fluoreszcein probaval jelolték meg. Az 5-6s kromoszoma hosszu karjan
helyet foglalé — és a nucleophosmin gént is involvald — génszakaszt piros szinli fluoreszcein
probaval jelolték meg. Amennyiben a t(2;5)(p23;q35) transzlokécid 1étrejon, akkor egymasra

vetul a két szin.
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3.2.7. Aramlisi citometriai vizsgalatok

A PTE AOK Klinikai Kémiai Intézetben, illetve a PTE AOK Patholdgiai Intézetben végez-

tiik a vizsgalatokat. 17 beteg periféris vér és 9 csontveld aspiratumbol lymphocyta Ficoll
szeparalassal nyert szuszpenzidjan immunfenotipizalast végeztiink FCM segitségével. Sejt-
felszini és intracellularis antigének kimutatdsat flureszcens immunolégiai jeloléssel végez-
ziik. A legfontosabb felhasznalt sejtfelszini antigének: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CDS,
CD19, CD20, CD22, CD25, CD30, CD45, CD56.

3.2.7.1.. Aramlisi citometriai eredmények

Az aramlasi citometriai modszerrel megvizsgalt 9 ALCL-es beteg csontveld aspiratumanal
minden esetben T-, illetve B-sejtes markereket alkalmaztunk. Harom esetben sikertilt
egyértelmii T-sejtes lymphomads infiltraciot igazolni, mely O0sszhangban allt a hisztoldgiai
lelettel is. Tizenhét ALCL-es betegnél végeztiik el a peripherias vér Ficoll-szeparalasat. A
késdbbiekben ezen mintdkon az angol kutatd partneriinknél sejt medidlta immunvalasz
vizsgalatokra keriil majd sor. A mintakon a PTE AOK Klinikai Kémiai Intézetében
ugyanakkor részletes immunfenotipus vizsgalatra keriilt sor, melynek sordan egyetlen esetben

¢észleltiink leukémias érintettséget

3.2.8. Keringo NPM-ALK- és ALK ellenes antitest kimutatasa

Huszonhét ALCL-es, 8 DLCL-es és 2 Hodgkin lymphomads beteg szérumat fagyasztottuk le

kezelésiik kiilonbozo fazisaban. A mintdk zomét (22-t) a kezelés befejezése utdn nyertiik.

Nyolc esetben a kezelés kozben, 7 betegnél a kezelés megkezdése elott tortént a mintak lefa-
gyasztasa. A mintakat szarazjégen Oxfordba szallittattuk, a John Radcliffe Hospital Nuffield
Department of Clinical Laboratory Sciences-ben Karen Pulforddal kollaboracioban torténtek
meg az immunprecipiticios vizsgalatok. Diethylaminoethyl-Dextran modszerrel 3 kiilonb6zd
plazmiddal tortént a COS 1 majom epithel sejtvonal transzfektaldsa. Ezek a plazmidok az
alabbiak voltak: pcDNA3-ALK, mely a teljes hosszusagi ALK-t kodolja, pcDNA3-NPM
ALK, mely az NPM-ALK fehérjét kodolja és a pcDNA3 expresszios vektor onalloan.
Hetvenkét oras kultira utdn citocentrifuga prepardtumok késziiltek, melyek a betegek
szérumaval inkubaloédtak 30 percig. Foszfat pufferben torténé mosas utdn torma
peroxidazhoz konjugalt nyul antihuman immunglobulinnal (DAKO) inkubaldédtak a
mintak. Pozitiv kontrollként a ,transfectantok” monoklonalis anti-ALK-al t6rténo
festését alkalmaztuk, melyet torma peroxiddzhoz konjugélt kecske anti-nyil immunglobulin

reakcid kovetett.
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3.2.8.1. NPM-ALK és ALK ellenes antitest immunprecipitacios eredményei

Az immunprecipitacios modszerrel a 27 ALCL-es, 8 DLCL-es és 2 Hodgkin lymphomas
betegnél elvégzett vizsgalat koziill NPM-ALK ellenes keringd antitestet 1, mig ALK ellenes
kering0 antitestet 3 esetben igazoltunk.

A 27 ALCL-es eset koziil 26-nal megtortént korabban a tumoros nyirokcsomoé blokkon az
anti-p80, vagy ALKI immunhisztokémiai vizsgalat. Tiz esetben taldltunk pozitivitast (9
betegnél ALK, 1 izben p80 volt pozitiv). Ezen esetek koziil egynél volt pozitiv mind az
NPM-ALK, mind az ALK immunprecipitacidos vizsgalat, 3 esetben csak az ALK
immunprecipitdcié adodott pozitivnak. Hét betegnél az ALK illetve p80 pozitiv tumor
ellenére a keringd anti NPM-ALK vagy anti ALK antitestet nem sikeriilt kimutatni. Mind a 7
betegnél a szérum mintavételre évekkel a kemoterdpiat kdvetden keriilt sor, az egyik paciens
M. Crohn kisérébetegsége miatt hosszasan steroid kezelésben részesiilt, mely része lehet a

kering6 antitest eliminalodasanak.

4. Magvar anaplazias nagysejtes lymphoma regiszter

A magyar anapldzids nagysejtes lymphoma regisztert 1998-ban kezdtiik megszervezni. Egy
ilyen orszagos adatgytijtés Otletéhez tobb dolog is hozzajarult: 1. Halmozottan fordultak eld
ALCL-es betegek osztalyunkon 1996-ban, 1997-ben. Az els6 ALCL-es betegcsoport
ismertetése soran 12 pdaciens adatait foglaltuk Ossze 1998. 4prilisban a székesfehérvari
Malignus Lymphoma Konferencidn. Az irodalomban k6zolt tanulmanyok is viszonylag kis
(30-50) f6s betegcsoportok adatait mutattak be. 2. Az ALCL viszonylag 0j, 6nalld entités,
rendkiviil sok uj felfedezés tortént az akkori idokben (1994: NPM-ALK gén klonozasa,
szintén ebben az évben anti-p80 poliklonalis antitest megalkotasa, 1997: monoklonalis antitest
kifejlesztés, valamint a két uj lymphoma klasszifikaci6 is ezekre az évekre esik). 3. A tobbi
lymphomaés beteg kortorténetétdl eltérd eseteket észleltiink (fiatalok, gyakori extranodalis
manifesztaciok) 4. Kezdeményezés indult mas lymphoproliferativ betegségek orszagos
listajanak  Osszedllitdsara (kronikus lymphoid leukémia, hajas sejtes leukémia,
angioimmunoblastos lymphadenopathia). Egy kovetési lapot szerkesztettiink, mely szamos
demografiai, klinikai és patologiai adat kitoltését igényelte. Az orszag hematologiai
centrumaiba kikildtiikk ezen kérddiveket. Az elsé évben 4-5, majd az ismételt, modositott
kovetési lapok szétkiildése utan évrdl évre egyre tobb centrum valaszolt. Jelenleg 19

centrumbol 180 beteg adataival rendelkeziink.
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Centrum Betegszam

Markusovszky Korhdz Hematologiai Osztaly Szombathely 23+ 1*
Debreceni Egyetem OEC III. Belklinika 22
Semmelweis Korhaz Hematoldgiai Osztaly Miskolc 18
Debreceni Egyetem OEC II. Belklinika 11

Petz Aladar Korhaz Hematologiai Osztaly Gyor 11
Orszagos Gyogyintézeti Kozpont Csontveldtranszplantacios Osztaly Budapest || 10
Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem I. Belklinika 8

Pécsi Tudoméanyegyetem AOK Gyermekklinika 8
Szegedi Tudomanyegyetem AOK II. Belklinika 8

Szent Laszlo Korhaz Csontveldtranszplantacios Osztaly Budapest 7
Kaposi Mor Kérhaz Hematoldgiai Osztaly Kaposvar 6

Zala Megyei Korhaz Hematologiai Osztaly Zalaegerszeg 4

Pécsi Tudoméanyegyetem AOK II. Belklinika 4

Szent Borbala Korhdz Hematologiai Osztaly Tatabanya 2

Josa Andras Korhaz Hematologiai Osztaly Nyiregyhaza 2
Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem III. Belklinika 2
Pandy Kalméan Kérhaz Hematologiai Osztaly Gyula 1
Veszprém Megyei Korhaz Hematoldgiai Osztaly Veszprém 1

Pécsi Tudoméanyegyetem AOK I. Belklinika 31

9. tablazat. A Magyar anaplazias nagysejtes lymphoma regiszterbe adatokat szolgaltato

centrumok. * A szombathelyi korhaz gyermekosztalyarol 1 beteg adataival rendelkeziink.

Immunfenotipus Szam % Immunfenotipus |szam %
Null-sejtes 74/176 42,0 Null-sejtes 74/120  |61,7
T-sejtes 46/176 26,1

B-sejtes 30/176 17,0 T-sejtes 46/120  |138,3
Nem osztalyozott 26/176 14,8
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10. tablazat. Immunfenotipus adatok. A jobb oldali eredmények a REAL és WHO
klasszifikacio szerinti besorolés alapjan szamitott eredmények. Eszerint ugyanis az anaplazias

nagysejtes lymphoma csak null-, vagy T-fenotipust lehet.

Betegszam %, illetve intervallum

Osszes betegszam 180
N6 83 46,1
Férfi 97 53,9
Eletkor (év) 41,5 3-88
Klinikai stadium I 24/166 14,4
II 49/166 29.5
11 37/166 22,3
v 56/166 33,7
B-tiinet 107/168 63,7
Extranodalis 80/166 48,2
Nemzetkozi 0{23/139 16,5
prognosztikai 1/45/139 32,4
index 2 128/139 20,1
(IP1) 3122/139 15,8

4 120/139 14,4

51/139 0,7
Nycs méret (cm) 4,6 (1-15)

11. tablazat. Magyar ALCL regiszter legfontosabb demografiai és klinikai adatai.

Dont6 tobbségben a toulouse-i 0sztondij alatt, illetve a Magyarorszagon foként Pécsett
végzett ALK festési erdmények alapjan a megvizsgalt 90 eset koziil 24 volt pozitiv (26,7 %),
66 negativ (73,3 %).

Az anaplazias nagysejtes lymphoma klinikai megjelenésében feltiind a gyakori extranodalis
manifesztacid. A hazai beteganyagban az irodalmi adatokkal egyezden leggyakrabban érintett
szervek a bor, csontveld, csont és a tiido voltak.

A magyar ALCL regiszter adatai szerint a betegek dontd tobbsége ( 94 %) kombinalt

kemoterapiadban részesiilt. Az esetek tobb, mint felében a ,,gold standardként” CHOP-alapu
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kezelést alkalmaztak. Az ALCL differencial diagnosztikus nehézségeire utal, hogy a primer
diagnozis Hodgkin lymphoma volt 10 betegnél, ennek megfeleld kezelést is adtak a
betegeknek.

Kezelés eset | % CR % |PR % |CR+PR % |Progr + NR %
CHOP alapu 81 ||51,9 (61,7 16,0 77,7 23,6
ProMACE-CytaBOM (46 ||29,5 |[58,7 23,9 82,6 17,4

Hodgkin protokoll 10 |64

Anthracyclin mentes 7 4,5

Gyermekkori protokoll |4 2,6

Egyéb 8 5.1

Osszesen 156 100 ||57,7 19,6 77,3 22,7

12. tablazat. Hazai ALCL-es betegek kezelésének tipusai, terapias valaszok.

A betegek 17,6 %-nal észleltiink relapszust. Masodik vonalban a relapszusba jutott
betegeknél, illetve az elsddleges kezelés hatdstalansdga utdn 82 betegnél alkalmaztunk
kombindlt kemoterapidt, vagy radioterdpiat. Leggyakrabban platina tartalmu protokollokat,
DHAP vagy ESHAP un. ,salvage” kezelést valasztottunk (39 %), mely esetleges Ossejt
transzplantacio el6tt a leghatdsosabbnak tartott terapia. A masodik valasztott kezelés hatasara
a betegek 38,4 %-a keriilt komplett remisszidba, 27,4 %-a parcialis remisszioba, 32,3 %-nal

progresszio volt megfigyelhetd.

5. Autolég hemopoetikus dssejt transzplantacio ALCL-ben hazankban

Hazéankban 5 hemopoetikus 0ssejt transzplantald centrum van. Klinikdnkon az elsd atiiltetést
1999. decemberben végeztiik. Az elsé évben 14, a méasodikban 18, majd 24 transzplantaciot,
2003-ban 31 transzplantaciot végezhettiink. Magyarorszagon 30 anaplazids nagysejtes
lymphomas beteg részesiilt hemopoetikus Ossejt transzplantacidban. Egyetlen betegnél az
OHII-ben alkalmaztak testvér donoros allogén transzplantaciot. A 29 autolog transzplantalt
beteg atiiltetésének helyszine az alabbiak szerint oszlott meg: Léaszlo Korhdzban: 14, OHII-
ban: 7, klinikdnkon: 8 beteg. A Laszld6 Korhdzban toltott transzplantacios kiképzésem soran 2
beteg atiiltetésében vettem részt, 1 pécsi beteg a pécsi transzplantacids centrum megnyitasa
elott a Laszlo Korhazban részesiilt atiiltetésben. A rendelkezésre all6 adatok alapjan 23

transzplantalt beteg legfobb klinikai adatait mutatja a 13. tablazat.
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kor dg |kor tx ||Stadium ||B-tiinet |IPI |Extra- |Nycs |T,0 Férfi/
(év) (év) II-1V/ || /osszes ||=3/ | nodalis/ |[(cm) |fenot/ N6
0sszes 0SSz || 0sszes 0sszes
Atlag 27,9 29,5 15/22 17/21 5/17 |12/21 5,9 21/23  ||13/10
% (-) |14-53 ||20-57 |68 % 81 % 29% || 57 % 2-12 |91 % |57 %

13. tablazat. Autolog hemopoetikus dssejtatiiltetési eredmények hazai ALCL-es betegeknél.
IPI: nemzetkozi prognosztikai index, nycs: legnagyobb nyirokcsomé mérete, T,0 fenot: T

vagy null fenotipusu.

1. Th 2.Th || 1.Th-s | 2.Th-s | Kondic | Ossejt- | Perif.
Pro-Cyt DHAP valasz valasz | BEAM || forras | CD34 x
CHOP CR,PR | CR,PR | BUCY Perif 10%/kg
Szam 9 16 10 13 15 17 5,12
10 12 8 4 (*2)
% 39 % 70 % 43 % 57 % 79 % 85 % 1,01-
) 43 % 52 % 35% 21 % 13,8

14. tablazat. Autolog hemopoetikus Ossejtatiiltetési eredmények hazai ALCL-es betegeknél.
1.Th: elsé valasztott kezelés, Pro-Cyt: ProMACE-CytaBOM, CHOP: Cyclophosphamid,
Hydroxyepirubicin, Vincristin, Methylprednisolon, DHAP: Dexamethason, High dose
Cytosin arabinosid, Cisplatin, CR: komplett remisszi6, PR:parcidlis remisszio, BEAM:
BCNU, Etoposid, Cytosin arabinosid, Melphalan, BUCY: Busulphan, Cyclophosphamid, *: 2
betegnél periférias dssejt illetve csontveld egyarant atiiltetésre kertilt.

A transzplantacioval Osszefiiggd haldlozast (TRM), mint a transzplanticio egyik fontos
fokmérdjét szintén vizsgaltuk. A haldlokok a kovetkezdk voltak: 1 betegnél a 8. napon
Candida tropicalis infekcid, diffuz alveolaris vérzés, 1 esetben a 7. napon sepsis, 1 betegnél
maj eredetli veno occlusive betegség (VOD). Tovabbi 2 betegnél CR-ban gastrointestinalis
vérzés €s pancreatitis, illetve aspergillosis €s kardialis okok vezettek a halalhoz, 1 izben fatalis

progresszio kovetkezett be.

6. Osszefoglalas-kovetkeztetések

Az anapldzias nagysejtes lymphoma egy relative rovid multra visszatekintd ritka
lymphoma entitds, melyben az elmult 10 évben a lymphomdk koziil taldn a legtobb
molekularis genetikai, immunhisztokémiai, immunoldgiai vizsgélat tortént. Magyarorszagon a

betegséggel korabban sem klinikopatologiai, sem molekularis genetikai szinten nem torténtek
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komolyabb vizsgalatok. Jelen dolgozatban megkiséreltiink a betegség szamos részletével
mélyrehatéan foglalkozni. Kiterjedt immunhisztokémiai, génatrendezddési, kromoszoéma
transzlokacios, citogenetikai, aramldsi citometriai és immunprecipiticids vizsgalatokat
végeztiink. A betegség 1ényegét ugyan nem érintdé mégis érdekes informdaciokat nyujtd
molekularis vizsgélatokat végeztlink a multidrug rezisztencia, illetve thrombophilia
iranyaban. A malignus hematologiai betegségek koziil az elsOk kozott hoztunk 1étre egy
magyar ALCL regisztert, melyhez az orszdg 19 hematologiai centruméanak egyiittmiikodését
nyertiik meg. Nemzetkozi szinten is tetemes beteganyag (180 f6) klinikai adataival
rendelkeziink. A modern terapids lehetdségek koziil az autolog hemopoetikus Ossejt
transzplantacio ALCL-ben torténd alkalmazasarol szereztiink komoly tapasztalatokat.

Az anaplazias nagysejtes lymphoma vizsgalata sordn az elmult 5 évben kisérletes és
klinikai tapasztalatokat szereztiik, és az alabbi megallapitasokra jutottunk:

1. A WHO ajanlésokat figyelembe véve standard morfolégiai és immunhiszto-
kémiai vizsgalatokra torekedtiink. (T-sejt markerek, EMA, p80, majd ALKI1 reakcidék).

2. Az ALK festddés intracitoplazmatikus lokalizacid jelentoségét hangsulyozva
megfigyeltiink csak citoplazmatikus illetve diffiz mag, magvacska és citoplazmatikus
ALK pozitiv lymphomas sejteket, melyek a patogenezisre nézve is irdnyadok.

3. T-sejt receptor béta és gamma, illetve immunglobulin nehéz linc génatrende-
z0dési vizsgalatot végeztiink el (Toulouse-ban 16, Pécsett 15 esetben) abbol a célbol, hogy a
differencidl diagnosztikai szempontbol rendkiviil problematikus Hodgkin lymphomas eseteket
¢s a diffiiz nagy B-sejtes lymphomak variansanak tartott B-ALCL-t pontosan elkiilonitsiik.

4. Magyar mintakon (15 nyirokcsomo €s 1 csontveld) eldszor végeztiink moleku-
laris genetikai vizsgalatot t(2;5)(p23;q35) és t(1;2)(q25;p23) transzlokacio iranyaban DNS
alapu és reverz transzkriptiz PCR modszerekkel. Két esetben észleltiink transzlokaciot az
elsd eltérést illetden, mig a masodik vizsgalattal nem talaltunk pozitiv esetet.

5. Multidrug rezisztencia génpolimorfizmus vizsgalatot végeztiink 33 ALCL-es €s
28 egyéb lymphomas beteg periférias vérébol. Az adott betegszdm mellett olyan irdnya
tendenciat figyeltiink meg, hogy az MDR kialakul4sara nagy kockazatu betegeknél (C/C) az
elsd kezeléssel nem sikeriilt komplett remissziot elérni. Szintén a nagy rizikdji betegeknél
figyeltiink meg nagyobb szamban a betegség progresszidjaval kapcsolatos halalozast.

6. Thrombophilia genetikai vizsgalatokat alkalmaztunk 42 ALCL-es és 21 egyéb
lymphomés betegnél. A hazai populacidéval kozel megegyezd allélfrekvencidt észleltiink

mind a Factor V Leiden, a PTR gén, MTHFR gén és a PLA2 gén mutacigjat illetéen. A
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betegség lefolyasa soran észlelt thrombembolids események nem voltak kapcsolatban a
mutaciokkal.

7. Tiz ALCL-es mintan végeztiink el citogenetikai vizsgalatot. Két beteg 3 mint4jan
(egy beteg nyirokcsomo és periférids vérébdl is) komplex citogenetikai eltérést észleltiink,
egy betegnél FISH vizsgalattal igazoltuk a t(2;5) transzlokaciét. A komplex citogenetikai
eltérés rossz prognozist jelent.

8. Huszonhat ALCL-es betegnél (9 csontveld és 17 periférids vér mintan) részletes T-
és B-lymphocyta sejtfelszini markert vizsgaltunk meg aramlasi citometriaval. Az ALCL
leukémias betegnél, illetve 3 csontvel6t érintd folyamatnal sikeriilt egyértelmli pozitivitast
kimutatni.

9. Az oxfordi kutatdpartneriink segitségével 27 ALCL-es és 10 B-NHL-s betegnél
végeztink el Kkeringd anti-ALK ¢és anti-NPM-ALK antitest Kimutatasara
immunprecipitacios vizsgalatot. ALK festés a 26 megvizsgalt beteg koziil 9-nél volt pozitiv.
Ezek koziil mindossze 3 rendelkezett keringé anti-NPM-ALK vagy anti-ALK antitesttel, igaz
minden esetben évekkel az agressziv kemoterapia vagy a hemopoetikus dssejt transzplantaciot
kovetden végeztiik el a vizsgalatot.

10. Létrehoztunk egy ,,Magyar Anaplazias Nagysejtes Lymphoma Regiszter”-t
melyben 180 ALCL-es beteg adatai talalhatéak meg. Az elmult évek soran tobbszor
valtoztatott és kikiildott kovetési lap visszajuttatasaval részletes demografiai (kor, nem,
foldrajzi eloszlas), klinikai (Ann Arbori stddium, nemzetk6zi prognosztikai index, B-tiinet és
egyéb kisérd tiinetek, nodalis és extranodalis lokalizacid, nyirokcsom6 méret), patologiai
(immunfenotipus, ALK pozitivitas, kozel egyharmaduknal részletes morfologiai) €s terapias
(elsé ¢és masodikként valasztott kezelések, ezekre adott terapias valaszok, talélési mutatdk)
eredmények birtokaba jutottunk.

11. A terapias valasz és tulélés lehetd legoptimalisabb feltételeinek eléteremtése volt a
célunk. A nemzetkdzi prognosztikai index figyelembe vételével az utdbbi években a riziko
adaptalt kezelés hazankban is kezd elterjedni. Ennek egyik jele az ALCL-es betegek koziil
kivélasztani azokat, akiknek a legnagyobb hasznukra vélik az autolég hemopoetikus 6ssejt
transzplantaci6. Bar klinikdnkon minddssze 4 éve folyik &ssejt atiiltetés, mégis a
transzplantalé centrumok koziil klinikdnkon az ALCL-es transzplantaciok kozel 30 %-ra
keriilt sor. A részletesen feldolgozott 23 magyar ALCL-es atiiltetés eredményeibdl ¢és az
irodalmi adatokbdl is kitlinik az, hogy az ALK negativ esetekben nem tud 4tiit6 sikert hozni a
hemopoetikus dssejtatiiltetés, ha konvenciondlis CHOP kezeléssel kezdjiik a terapiat. Sokkal

hatdsosabb az azonnali agressziv kemoterapia. Ugyanezt a tényt erdsiti meg az a 4 szomora

22



eset, amikor a cryopreservalt periférids vérdssejtek visszaadasara nem tudott sor keriilni az
ALK negativ ALCL-es betegeknél az idokozben fellépd fatalis progresszio miatt.
12. Az ALCL kiterjedt immunhisztokémiai, molekularis genetikai, citogenetikai és

klinikai vizsgélata soran tobb extrém ritka megjelenést észleltiink:

a. Tripla M gradienssel jard primer csontvel6i T/B hybrid-sejtes ALCL

b.  Komplett remisszidban ¢észlelt meningealis ALK pozitiv ALCL

manifesztacio
c. Komplex citogenetikai eltéréssel jaro ALK negativ ALCL leukémia
d. Extrém eosinophiliaval jar6 ALK negativ ALCL
sejtes lymphoma relapszus

f. Extrém nagy kiterjedésti primer bér ALCL
A jovében a magyar hematoldgiai, patologiai és csontveld transzplantald centrumokkal
valtozatlanul szoros, jO egyiittmiikodést kivanunk folytatni. Borgyodgyaszokkal ¢és
gyermekgyogyaszokkal is felvettiik a kapcsolatot a primer bér ALCL és a gyermekkori
eseteknek a Regiszterbe torténd bevondsa érdekében. A toulouse-i munkacsoporttal tovabbi
molekularis genetikai kooprodukcidra toreksziink (PCR, RT-PCR, Southern blot, DNS
microarray modszerek, esetleg DNS szekvenalas). Az oxfordi kutaté csapattal az
immunprecipitaciés vizsgalatok mellett a citotoxikus T-sejt valaszt tervezziik analizalni
ELISPOT illetve tetramer modszerekkel az ALCL-es betegeken a kezelés kiilonbozd
iddpontjaiban. Ehhez a betegek elsé csoportjatol a megfeleld mintdkat mar kijuttattuk

Angliaba.
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