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1. Bevezetés

A malignus onkohematoldgiai koérképek kutatasa és diagnosztikdja szamos
alkalommal jart élen a daganatos betegségek hatterében meghuzo6do genetikai folyamatok
felderitésében (1). Ez részben a mintak viszonylag konnyl hozzaférhetdségébdl ered,
hiszen legtobb esetben egy egyszerii vérvétel, vagy csontveldi aspiracio soran kozvetlentil
vizsgalhatd malignus sejtekhez juthatunk. A rosszindulati hematologiai betegségek
tovabb segiti, hogy ezen betegségekben jellemzden kevesebb genetikai elvaltozas van
jelen, mint a szolid tumorok tébbségében (2). Mindennek klasszikus példaja a kronikus
mieloid leukémia (CML), az els6 olyan rosszindulata betegség, melynek kialakulasat egy
specifikus kromoszoma eltérés megjelenéséhez kototték (3). Napjainkra a Philadelphia-
kromoszéma Iétrejottével kialakulo BCR-ABLI faziés gén kimutatisa a CML
diagndzisanak alapfeltételévé valt, €s ezen géntermék tovabbi vizsgalata a valodi terapias
forradalmat hozo6 tirozin-kinaz gatlo kezelések kulcsat jelentette (4). A rohamosan fejlédo
molekularis genetikai technikakkal végzett atfogd tanulmanyoknak koszonhetden egyre
tobb malignus hematologiai korkép genetikai hatterét sikeriil részletesen feltérképezni,
ennek kapcsdn pedig olyan markereket azonositani, melyek adott esetben segitik a
leghatékonyabb terdpia kivalasztasat, a rezidudlis tumortdmeg nyomonkdvetését, sot,
akar célpontokként is szolgalhatnak célzott kezelések szamara (5-7). A legfontosabb
markerek molekularis tesztekkel valé szlirése mara szerves részévé valt az
onkohematologiai megbetegedések mindennapi diagnosztikajanak és monitorozasanak,
azonban az Uj klinikai jelentdséggel bir6 eltérések azonositasa tovabbra is kiterjedt
kutatasok targyat képezi.

Az elmult mintegy masfél évtizedben elvégzett génexpresszids, genomikus
»array” alapu, valamint 0ij-generacios szekvenalasi (NGS) vizsgalatok teljes exom, illetve
genom szinten szamos Uj, klinikai dontéshozatal szempontjabol relevans genetikai
eltérést tartak fel. A pontmutaciok és a kisebb, néhany bazisparra kiterjedd deléciok és
inzerciok mellett gyakran kiterjedtebb kromoszomarégiokat érintd aberraciok is
el6fordulnak, beleértve kiegyensulyozott, valamint kiegyenstlyozatlan
szubkromoszomalis eltéréseket is. A kiegyensulyozott aberraciok, példaul inverziok és

reciprok transzlokacidk esetében nincs DNS-kopiaszam valtozds, a genom
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informéciotartalma  megtartott marad. Az ennél gyakrabban el6forduld
kiegyensulyozatlan aberraciok, vagyis DNS-kopiaszam eltérések (CNA) jellemzben
képiaszdm hianyhoz (delécid), vagy kopiaszam tobblethez (gain) vezetnek (8). A
sokszorozodas mértékétol fliggden duplikaciok €s valtozoé mértékli amplifikaciok jonnek
létre (9). Az Ujonnan azonositott, klinikai jelentdségli eltérések vizsgalatanak
diagnosztikai munkafolyamatba vald beillesztéséhez sziikség van olyan gyors ¢s
megbizhatd modszerekre, melyekkel az adott entitasra jellemzdé aberraciok a lehetd
legatfogdbban, de koltséghatékony modon vizsgalhatok minimalis human erdforras

raforditasaval.

1.1.  Genetikai eltérések vizsgalata onkohematologiai korképekben

Az egyes malignus hematologiai korképekben rutinszerlien vizsgalt genetikai
eltérések azonositasa gyakran csak tobb vizsgalati modszer egyiittes alkalmazasaval
lehetséges. A mindennapi diagnosztikai koriilmények kozott leginkabb elterjedt
kariotipizalas, interfazis fluoreszcencia in situ hibridizacié (iFISH) és Sanger-
szekvenalas mellett egyre nagyobb teret nyernck a nagy ateresztOképességli ¢€s
érzékenységli technologidk is, mint példaul a kiilonbozé NGS alapti modszerek, igy
parhuzamosan egyre tobb genomikus 16kusz nagy felbontasu vizsgalata valik lehetévé. A
CNA-k rutin diagnosztikus koriilmények kozott torténd vizsgéalatdban azonban
sz¢leskorben még nem terjedtek el ilyen uj-generacidos modszerek. A hazai gyakorlatban
jelenleg hasznalt metodikdk felbontasa, reprezentativitdsa, skalazhatosaga és/vagy
ateresztoképessége korlatozott. A CNA-k atfogo részletes vizsgalatara egyre nagyobb
igény mutatkozik, mivel a hematologiai malignitasok 20-70%-aban jelen vannak, és
szamos esetben klinikai relevanciaval birnak (10).

A citogenetikai eltérések kimutatdsanak hagyomanyos modszere a G-savos
kariotipus elemzés. Ez a moddszer lehetové teszi teljes genom szinten az egyes
kromoszoémak szambeli és strukturdlis eltéréseink vizsgalatat, beleértve a
kiegyenstlyozott és kiegyensulyozatlan aberraciokat is. A kariotipizalds felbontasa
azonban mindossze 3-10 megabazis, elvégzése 0sztddo sejteket kivan, ami szadmos érett
leukémia ¢és limféma vizsaglataban technikai nehézséget jelenthet, illetve mesterséges

klonalis szelekciohoz is vezethet. A modszer reprezentativitasa alacsony, jellemzéen 20-
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30 osztodas kerill elemzésre, egyéb diagnosztikai tesztekhez képest iddigényes és a
metafazisok analizise nagy gyakorlatot kivan.

A jelenlegi diagnosztikai munkafolyamatban ezért elterjedtebb modszer a célzott
iFISH teszt, melynek feloldasa 100 kilobazistol 1-2 megabazisig terjed, azonban
egyidejlileg csak 3-4 genomikus 10kusz vizsgalatat teszi lehetdvé. A moddszer elonye,
hogy alkalmas tobbszaz sejt gyors analizisére és a reakcidé barmilyen hisztologiai vagy
citolégiai mintan elvégezhetd. Az iFISH hatranya, hogy a leggyakrabban hasznalt
kereskedelmi szonda kitek bar tobb lokuszt vizualizalnak egyszerre, legtobbszor egyetlen
visszatérd aberracio kimutatasara fokuszalnak igy tobb aberracidé parhuzamos vizsgalata
koltséges és idoigényes.

Mindezek alapjan onkohematologiai betegek genetikai hatterének diagnosztikai
vizsgalatahoz hatékonyan hozzéjarulhatna egy olyan modszer, mellyel nagyszamu 16kusz

vizsgalhat6 egyidejiileg nagy felbontasban, rovid atfordulési idével.

1.2.  Multiplex ligaciofiiggé szondaamplifikacio

A multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikdcio (MLPA) egy olyan polimerdz
lancreakcié (PCR) alapu molekuléris genetikai moédszer, mely genomialis DNS célzott
vizsgalatan keresztiil teszi lehetové kiegyensulyozatlan aberraciok detektalasat exon-
szinti genomikai feloldds mellett, valamint ezzel parhuzamosan pontmutaciok
vizsgalatara is alkalmas. A mddszer 24 6ran beliil eredményt szolgaltat és a protokoll
minimalis médositasaval specifikus 16kuszok DNS metilacidés mintazatai is vizsgalhatok.
Az MLPA szamos konstitucionalis genetikai rendellenesség diagnosztikajaban
hasznalhatdo és szamos nemzetkozi tanulmany igazolta hatékonysagat a daganatos
betegségek teriiletén is.

Az MLPA jellegébdl adéddan egy fél-kvantitativ modszer. A reakcid soran DNS
specifikus szonda-oligonukleotidok hibridizal6dnak a vizsgaland6 genomikus régidkhoz,
majd PCR reakcidban torténd amplifikacidjukat kdvetden a felsokszorozott termékeket
fluoreszcens kapillaris elektroforézissel szétvalasztva és mennyiségileg meghatarozva a
vizsgalt szakasz kopiaszam allapotara lehet kovetkeztetni. Konvencionalis MLPA
modszerrel egyidében koriilbeliil 50 genomikus 10kusz kdpiaszam eltérései és/vagy
pontmutacidi detektalhatok a legtdbb rutin diagnosztikai laborban elérheté PCR, illetve

kapillaris elektroforézis késziilékek alkalmazasaval. Az elmult években kifejlesztésre
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keriilt az ugynevezett digitalis MLPA (dMLPA) eljards is, mely az Illumina NGS
platform lehetdségeit és az MLPA technikai hatterét 6tvozi, és a konvencionalis MLPA-
nal egy nagysagrenddel tobb lokusz egyidejli vizsgalatat teszi lehetdvé tovabbra is célzott
moédon, de az alkalmazott szondék nagy szamanak kdszonhetden a Iényegesen magasabb
részletesség mellett (11). Az egyes modszerek felbontasat és az altaluk kimutathatd

eltérések spektrumat az /. dbra szemlélteti.
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1. dabra. Genomikus aberraciok felderitésében alkalmazhaté modszerek felbontasi
spektruma.

CGH: komparativ genomikus hibridizacio, iFISH: interfazis fluoreszcens in situ
hibridizacié, (d)MLPA: (digitalis) multiplex ligaciofiiggd szonda amplifikacid, bp:

bazispar.

A konvencionalis MLPA széleskori alkalmazdsa a hazai hematologiai
diagnosztikdban ¢s kutatdsban még nem valosult meg, AIMLPA-t alkalmazo6 tanulmany
pedig még a nemzetkozi irodalomban is csak elvétve talalhatd. Ezért, az alabbiakban
bemutatom ezen modszerek technikai hatterét, targyalom elényeiket €s hatranyaikat,
valamint attekintem az onkohematoldgiai kutatasban betdltott szerepiiket és a

modszerekben rejld potencialis diagnosztikai lehetdségeket.
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1.2.1. A konvencionalis MLPA technikai hattere és folyamata

Az MLPA vizsgalat soran a PCR reakcidoval nem magat a minta DNS-t, hanem
annak specifikus, vizsgalandd szakaszaihoz hibridizalt szondakat sokszorozunk fel
fluoreszcensen jelolt primerek segitségével, majd a keletkezett termékeket kapillaris
elektroforézist kovetden kvantifikaljuk. Kiegyensulyozatlan eltérések vizsgalatakor az
adott genomikus szakasz betegmintaban 1év6 kopiaszdmara a keletkezett, 16kusz-
specifikus PCR termékek normal kontrollokhoz viszonyitott relativ mennyiségébdl
kovetkeztetiink. Kopia hiany esetén az adott genomikus poziciéban a normal kontrollhoz
képest kevesebb PCR termék keletkezik, tobblet-amplifikacio esetén az elvartnal tobb.

Az MLPA reakcid optimalis kiinduldsi minta mennyisége 50-100 ng genomialis
DNS, melyet a protokoll els6 1épésében denaturalunk. Ezt kovetéen hozzdadjuk az MLPA
szondak oligonukleotidjait tartalmazé hibridizacios keveréket, melyet egy Gjabb rovid
denaturacio kovet mieldtt az oligonukleotidokat €jszakan 4t hibridizaljuk a minta DNS-
hez. Ezzel a 1épéssel minden egyes vizsgalandé genomikus 16kuszhoz ketté vagy harom,
kozvetleniil egymas mellé hibridizalé szonda oligonukleotidot kapcsolunk. Amennyiben
az illeszkedés tokéletes - azaz a lokusz nem érintett olyan aberracio altal mely a
szomszédos oligonukleotid elégtelen hibridizaciojat, vagyis az érintkezé végeiknek
eltdvolodasat vagy Osszefekvését okoznd - ligalassal Ossze tudjuk azokat madasnap
kapcsolni, ezaltal 1étrehozva egy teljes MLPA szondat. A képz6dott komplett MLPA
szondak mindkét sz¢élén univerzalis PCR primerkdtd helyek talalhatoak, melyek lehetové
teszik a reakcio elegyben létrehozott O0sszes szonda egyetlen, fluoreszcensen jelolt
primerparral valo felsokszorozasat ugyanazon PCR reakcidban. Ligdlads hianyaban
amplifikacios termék nem keletkezik, igy ez az enzimatikus 1épés a modszernek magas
specificitast biztosit. A target specifikus és a primerkotd szakaszokon kiviil minden egyes
MLPA szonda tartalmaz egy egyedi hosszisagu toldalék szekvenciat is, ezaltal a
kiilonboz6 lokalizacioji teljes szondak amplifikalasa soran eltérd méreti termékek
jonnek 1étre, melyek igy méretszeparacid utdn azonosithatok. A fragmenthossz analizis
jellemzdéen kapillaris elektroforézis késziilékben torténik, a fluoreszcens detektalas soran
megjelend szondaspecifikus csucsok mérete pedig aranyos a PCR termékek
mennyiségével, igy az adott genomikus szakaszok kopiaszama kozvetve kvantifikalhato.

Az MLPA vizsgalat f6 1épéseit az 2. dbra foglalja dssze.
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2. abra. A multiplex ligaciofiiggé szondaamplifikacié moédszertani lépései.
(A) A minta DNS és a szonda oligonukleotidok denaturacidjat utdbbiak specifikus

célszekvenciakhoz val6 hibridizacidja koveti.
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2. abra folytatdsa.

(B, C) A tokéletesen illeszkedd, szomszédos szondak ligalassal vald 0sszekapcsolasa
utan az adott reakcidtérben 1€vo dsszes komplett szonda ugyanazon fluoreszcensen jelolt
primer parral felsokszorozasra keriil. (D) A képzddott PCR termékek eltérd hosszuk
alapjan fluoreszcens kapillaris elektroforézissel azonosithatok, az egyes lokuszokhoz
tartozd termékek mennyiségébdl az adott genomikus pozicio relativ kdpiaszama
meghatarozhatd. (E) Normal kontroll mintdkhoz képest a termék alacsonyabb
mennyisége hianyra, mig magasabb mennyisége tobbletre, amplifikdciora utal. Egy
demonstrativ CLL-es minta MLPA profilja mellett feltiintettiik a pArhuzamosan, validalas

céljabol végzett iIFISH vizsgalat eredményét is, két eltérés vonatkozasaban (12, 13).

A target régiokra specifikus szondakon kiviil az MLPA keverékek altalaban 8-12
referencia szondat is tartalmaznak, melyek a vizsgélni kivant entitdsban jellemzden nem
érintett, normal kopiaszamot mutaté genomikus lokuszokhoz hibridizalodnak. A
kapillaris elektroforézissel nyert nyers adatok értékelése két egymast koveto 1épést foglal
magaban: (i) a mintan beliili normalizdci6 sordn minden target szonda szignaljat
Osszevetjikk az adott minta referencia szonddinak szignaljaival, majd (ii) az igy kapott
relativ értékekkel végziink mintdk kozotti normalizaciot, melynek soran minden egyes
szonda vonatkozasaban 0sszehasonlitjuk a vizsgaland6é mintdban mért értéket az dsszes
referencia mintdban mért megfeleld értékekkel. Kopiaszam eltérést nem mutatd
betegminta target szonda profilja megegyezik a referencia mintak profiljaval, mig kdpia
hianya, vagy tobblet-amplifikacio esetén az érintett régidoban a végsd ugynevezett relativ
koépiaszam szignifikansan alacsonyabb, vagy magasabb értéket mutat. Malignus
betegségekhez asszocidltan gyakran jelenik meg komplex genomikus eltérés jelentds
szamu aberracid egyiittes eldforduldsaval, ezért a tumoros mintdkhoz hasznalt
szondakeverékek gyakran legalabb 10 referencia szondat tartalmaznak, lehetdség szerint
kiilonb6z6 kromoszomakon elosztva. Ugyanakkor olyan betegségek vizsgalatakor,
melyeknél tipikusan kevés kopiaszam eltérés jelenik meg egyidejiileg, az MLPA keverék
minden egyes szonddjat érdemes visszatérd aberraciok lokuszaira tervezni, ugyanis
ilyenkor az 0Osszes szonda egymassal vald Osszevetése megfeleld mintan beliili
normalizaciét biztosit. Az MLPA adatok hatékony feldolgozasdhoz és értékeléséhez

igénybe vehetd a gyartd altal fejlesztett ingyenesen elérhetdé Coffalyser.net szoftver

16



(MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia). A Coffalyser.net algoritmusat hasznalva a
referencia szonddk legalabb 60%-dnak a normalis referencia tartoméanyon beliil kell
lennie az adott mintdban ahhoz, hogy egy stabil normalizaciés allandét lehessen
meghatdrozni az értékeléshez.

Az eredmények értékelésénél a minta tumorsejt aranyat is figyelembe kell
venniink. Hematologiai betegségek esetén gyakran all rendelkezésre aramlési citometrias
mérési eredmény, melybdl a mintatisztasag megbecsiilhetd, a mono- ¢€s biallélikus
hianyok, illetve tobbletek esetén varhato szignal értékek kiszamolhatok. Ha csak szoveti
metszet all rendelkezésre, digitalis képanalizissel kombindlt morfoldgiai-
immunhisztokémiai térképezés segitheti a pontos tumorsejt arany meghatirozasat.
Amennyiben egy adott szonda relativ kopiaszam aranya 0,6, aszerint kell mono- vagy
biallélikus hidnynak tekintenilink, hogy a meghatarozott tumorsejt arany 80% vagy 40%,
azonban elébbi esetben szubklonalisan megjelend biallélikus eltérés sem kizarhato.

A szonda oligonukleotid parok-tripletek egyesitését végzoé ligdz-65 enzim
érzékeny a minta nukleotid szekvencidjanak eltérései miatt a ligacios helyen bekovetkezd
inkomplett hibridizacidra. Ez kiillondsen igaz a ligacios helytdl wupstream irdnyban
elhelyezked6 oligonukleotid 3’ végére, melynek igy egy adott mutacids hotspot-ra vald
tervezése lehetové teszi specifikus pontmuticiok kimutatasat. A mutdciospecifikus
MLPA szondakkal egyetlen tipusi nukleotid cserét lehet kimutatni (pl.: T>A
szubsztiticio), igy igazdn hatékonyan akkor alkalmazhatoak, ha a vizsgélt entitdsban
gyakran jelenik meg olyan visszatéré mutacid, mely diagnosztikus, prognosztikus vagy
prediktiv jelentdséggel bir. A 3. dbra négy kiillonbdz6 MLPA szondakeverék esetében

mutatja be a vizsgalat eredményeinek értékelését.
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3. abra. DNS kopiaszam eltérések és mutacio kimutatasa multiplex ligaciofiiggo
szondaamplifikacioval.

A. Monoallélikus 6q és 17p hidnyok CLL-ben szenvedd beteg periférids vérmintajaban
(SALSA P037 szonda keverék). B. NOTCH1 p.2514*fs frameshift mutaci6 kimutatdsa
kronikus limfocitas leukémiaban szenvedd beteg periférias vérmintajaban, (SALSA P038
szonda keverék). A megfeleld szonda ligalasa és amplifikacidja csak a CLL-es betegek
5%-aban mutatkoz6 €és kedvezoOtlen progndzissal tarsuld mutacio jelenlétében megy
végbe. C. Monoallélikus IKZF 1 hiany, illetve biallélikus 9p hidny gyermekkori prekurzor
B-sejtes ALL-ben szenvedd beteg diagnosztikus csontveld mintajaban (SALSA P202
szonda keverék). D. MYB gén tobblet, valamint mono- és biallélikus 9p hidny
gyermekkori prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedd beteg diagnosztikus csontveld

mintajaban (SALSA P383 szonda keverék) (12).
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1.2.2. Metilacio6 szenzitiv MLPA

A szubkromoszdémalis DNS-kdpiaszam valtozasok €és pontmutaciok detektalasa
mellett a konvencionalis MLPA egyik valtozata, a metilaciészenzitiv MLPA (MS-
MLPA) alkalmas az egyes genomikus 16kuszok metilacids statuszanak vizsgélatéra is,
melyhez a konvencionalis MLPA protokolljaban csak minimalis valtoztatasra van
sziikség (14, 15). A metilalt DNS-szakaszok azonositasa az ugynevezett Hhal restrikcios
endonukledz enzim hasznalataval torténik. Az eljaras soran a szonda oligonukleotidok
hibridizacidjat kovetden kettévalasztjuk a mintat tartalmazé reakcidelegyet, majd az
egyikben a ligaciot a Hhal endonukledz jelenlétében, a masikat viszont anélkiil végezziik
el. Az enzim a DNS mintaban a GCGC szekvenciakat felismeri, majd elhasitja a minta-
szonda hibridet, amennyiben az nem metilalt, mig metildlt DNS esetében az enzim nem
végzi el a hasitast, a szonda intakt marad, igy rola a késébbi PCR reakcid soran termék
amplifikalodik. Az endonukledzzal kezelt minta relativ kopiaszamait a Hhal enzimet nem
tartalmazo elegyben kapott relativ kopiaszdmokkal dsszevetve allapithatjuk meg az egyes
genomikus lokuszok metilacios statuszat, amely hasznos informdaciot szolgaltathat a

régidban elhelyezkedd gének expresszios aktivitasarol (16).

1.2.3. Digitalis MLPA

A dMLPA ugyanazon alapelvek szerint miikkddik, mint a konvencionalis MLPA,
azzal a kiilonbséggel, hogy a laborprotokoll soran a PCR termékekhez specialis
adaptereket kapcsolunk, melyek lehetové teszik ezen termékek Illumina NGS
késziilékeken vald szekvenaldsat. A szekvenalast kovetden a vizsgélt 16kusz relativ
képiaszamat az egyes amplikonok relativ olvasat (read) szamaibo6l hatarozzuk meg. A
dMLPA jelentOs elonye a konvencionalis MLPA-hoz képest az egy nagysagrenddel
nagyobb szondaszdmban keresendd, mely lehetévé teszi tobb szdz lokusz egyidejii
vizsgalatat. Egy reprezentativ betegminta dMLPA analizise soran nyert eredmények
értékelését a 4. dbra demonstralja.

A dMLPA protokoll elsé 1épése a minta DNS egyedi barcode-okkal vald
Osszekeverése, melyet a minta denaturacioja és a dAMLPA szondék, majd a dIMLPA puffer
hozzaadasa kovet. Minden dMLPA szonda 2 vagy 3, 25-50 bp hosszu oligonukleotidb6l
all, melyek egy adott lokuszhoz egymassal szomszédosan hibridizalodnak, igy,
amennyiben tokéletesen hibridizaldédnak, a ligase-65 enzim altal egyetlen molekulava

ligdlodnak. Ezt kovetéen minden ligdlt szondat amplifikdlunk Illumina szekvenalasi
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platformmal kompatibilis univerzalis primer parral. Az amplifikaciot kovetden
mintaspecifikus termékeket 0Osszekeverjik (,,poolozzuk”), higitjuk, denaturaljuk, és
Illumina MiSeq Standard v3 flow cell-be toltjiik, melyet egyirdnyu szekvenalas kdvet

115bp hosszan.
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4. abra. Demonstrativ dMLPA eredmény

Prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedd beteg diagnosztikus csontveld mintdjaban a D007
szonda keverék tobb mint 600 szondaval mono- és biallélikus hianyokat detektalt a LEF]
¢s CDKN2A génekben, valamint monoallélikus hianyt a PTEN génben (12).

A szekvenalds utdn az NGS késziilékrol exportalt FASTQ file-ok
mindségellendrzését kovetden az egyes read-ek dMLPA szonddkhoz valo
hozzarendelése, és tovabbi adatelemzés kovetkezik az MRC-Holland erre a célra
fejlesztett belso szoftverével (11), mely a konvencionalis MLPA értékeléséhez hasonloan
egy mintan beliili, és egy mintak kozti normalizaciés 1épésbol all. Az adatfeldolgozas
soran minden dMLPA szonda vonatkozdsdban meghatarozunk egy normalis relativ
kopiaszam aranyt (atlag + 3 standard devidcio), a negativ kontroll mintakban mért értékek
alapjan. A betegmintakban csupan azokat a relativ kopiaszdm aranyokat tekintjiik
tobbletnek vagy hianynak, melyeknél a mért relativ kopiaszam arany a meghatarozott

normal tartomdnyon kiviilre esik. Az egyes kopiaszam eltérések akkor tekinthetjiik
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szubklonalisnak, ha egymast kovetd tobb szonda relativ kopiaszam aranya is
egyértelmiien kiviilre esik a normal tartomanyon, de nem éri el a tumorsejtaranybol
szamitott monoallélikus eltéréstol vart értéket 6sszehasonlitva az ugyanazon mintdban
érintett tobbi l6kusszal. Az ennél részletesebb altalanos laboratériumi és bioinformatikai
protokollt a AMLPA-t el6szor alkalmazo6 tanulméanyban publikaltak, melynek eredményei
jol példazzak a modszerben rejlé lehetoségeket. Az emlitett vizsgalatban ALL-es
betegektdl szarmazd sejtvonalakat és 65 betegmintat vizsgaltak, a modszer analitikai
pontossaganak felmérése soran 99%-os diagnosztikus szenzitivitdst és 98%-os
specificitast meghatarozva, referenciaként pedig konvenciondlis CNA vizsgalatokat

alkalmazva (11).

1.2.4. Az MLPA és dMLPA elényei és limitacioi

A MLPA alapti mddszerek elonyei az aldbbiakban foglalhatok ossze: (i) DNS
alapt moddszerek, melyek ezaltal alkalmasak hossza ideig archivalt szévetmintak
retrospektiv vizsgalatara is; (i1) nem igényelnek intakt sejteket/sejtmagokat kiindulési
mintaként; (iii) 20-150ng DNS elegend6 a reakciok elvégzéséhez; (iv) mivel a szonddk
célponthoz hibridizald szakasza meglehetosen rovid (55-80bp kozotti), a modszerek
exon-szintli genomikus feloldast biztositanak; (v) a reakciok fragmentalt DNS mintén is
elvégezhetdk, lehetévé téve formalin fixalt, paraffinba agyazott anyagok vizsgalatat,
mely a patoldgiai diagnosztikdban kiemelt jelentoségti (17); (vi) a modszerek 24 6ran
beliil eredményt szolgaltatnak, illetve viszonylag konnyen automatizdlhatok ¢és
skalazhatok; (vii) koltséghatékonyak, amit az is segit, hogy a konvencionalis MLPA egy
PCR késziiléken, illetve kapillaris elektroforézis késziiléken kiviil nem igényel specialis
muszerezettséget, ¢s a AMLPA alkalmazasahoz sziikséges Illumina NGS késziilékek is
egyre inkabb elterjedtek; (viii) az eredmények értékelése ingyenesen elérhetd szoftverrel
elvégezhetd, mely segiti a dokumentacidt is; (ix) kdpiaszam eltérések, metilaltsagi
statuszok, valamint mutaciok egyidejilleg vizsgalhatok; végiil, (x) az elérhetd szonda
keverékek Osszetétele rugalmasan valtoztathatd, amennyiben uj, klinikailag relevans
aberraciok keriilnek azonositasra.

A fentebb emlitett elonyok mellett az MLPA alapii moédszerek onkohematologiai
diagnosztikdban és kutatasban vald alkalmazasakor limitaciokkal is kell szamolni,
ugymint (i) a modszerekkel nem lehet kopiaszam eltéréssel nem jard citogenetikai

aberraciokat kimutatni, mint példaul kiegyensulyozott transzlokaciokat és inverzidkat,
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ezenkiviil komplex eltérések (pl.: kromotripszis) vizsgalata is tul nagy kihivast jelenthet;
(i1) a technikak relativ kdpiaszam eltéréseket mutatnak ki, igy poliploidia vagy haploidia
félrevezetheti az eredmények értelmezését; (iii) a klonalis, egyetlen kopia eltérést okozd
aberracioknak a szubklonalis, tobbszords kopiaszam eltéréshez vezetd 1ézioktol vald
elkiilonitése nehézségekbe {itkozhet; (iv) az MLPA alapi moédszerek érzékenyek az
alacsony tumorsejt aranyra, igy a klondlis monoallélikus deléciok detektalasdhoz
legalabb 20-30%, biallélikus hidnyok azonositdsdhoz 10-20% tumorsejt jelenléte
sziikséges, ezért bizonyos esetekben a mintak magneses antitestekkel val6 dusitasa valhat
szlikségessé, mely sok laboratériumban jelenleg rutinszertien még nem alkalmazott
modszer; (v) egyedi sejtek vizsgalatat nem teszik lehetdvé, mely azonban hasznos lehetne
a szadmos betegségben bizonyitottan jelenlévd, komplex szubklonalis szerkezet
felderitéséhez; (vi) egyes szondaknal mutatkozo, relativ kopiaszam eltérésre utald
szignalok hatterében alpozitivitds is allhat, amennyiben pontmutacié jelenik meg a
nyerhetiink informaciokat a kopiaszam eltérésekrdl, a vizsgalat fokuszalt jellegébol
adoddan ezen eredmények a szondak altal lefedett, konvenciondlis MLPA esetében
koriilbeliil 50, dMLPA esetében 500-1000 genomikus lokuszra korlatozddnak; (viii)
ismeretlen pontmutaciok kimutatdsa nem lehetséges, valamint a szondak altal lefedett
pozicidkban is csak specifikus nukleotidcserék detektalhatok; (ix) kozeli genomikus
poziciokban megjelend pontmutaciok kimutatasa technikailag megoldhatatlan/alacsony
hatékonysagu lehet a szonda oligonukleotidok egymassal valé sziikségszert hibridizacios
versengése miatt; (x) metilacid kimutatasa csak olyan l6kuszokban lehetséges, melyek a
Hhal restrikcids enzim felismerd helyeinél jelentkeznek.

Az MLPA és dMLPA vizsgalatok optimalis elvégzéséhez tovabbi technikai
szempontokat is figyelembe kell venni. Az adatok normalizéldsdnak fontos lépése a
betegminta referencia mintakhoz valé hasonlitasa, mely leghatékonyabban akkor
valosithatd meg, ha a kétféle minta ugyanazon szévettipusb6l szarmazik, minél inkabb
hasonl¢6 feldolgozason megy keresztiil, valamint hasonl6 ideig és modon keriil tarolasra.

A DNS izolalasi és tarolasi modjanak komoly hatdsa Iehet a reakcid sikerességére.
A minta magas NaCl vagy KCIl koncentracidja gatolhatja a tokéletes denaturaciot,
kiilondsen a CpG gazdag poziciokban. Magas sokoncentracid esetén ismételt DNS

tisztitas, mig heparin szennyezés esetén - mely szintén kedvezo6tlen hatassal van az MLPA
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reakciora - heparinaz kezelés segithet. A mintat tartalmaz6é oldat alacsony
pufferkapacitasa zajos MLPA profilhoz vezethet, ezért ilyen esetben, példaul nukledz
mentes vizben tarolt mintaknal, a reakcio elvégzése eldtt érdemes Tris-HCI-t adni a
mintahoz.

A konvencionalis MLPA modszer érzékenysége CNA-k tekintetében koriilbeliil
10-20%. Az egyik allélt érinté pontmutacidk mar 5-10%-os reprezentaltsag esetén is
kimutathatok, mig metilalt genomikus poziciok azonositasahoz a metilalt DNS minimum
30%-o0s jelenléte sziikséges.

Az eredmények helyes értelmezéséhez figyelembe kell venni az alpozitivitas
lehetdségét mind delécid, mind tdbblet-amplifikacid vizsgalatakor. Az elébbi esetet
ligacios helyek kozelében elhelyezkedd nukleotid polimorfizmusok idézik
leggyakrabban eld, mig utdbbihoz jellemzdéen PCR termék altali szennyezddés kotheto.
Ezen hibak kikiiszobolésének érdekében egyetlen szonda altal jelzett kdpiaszdm
eltéréseket mindenképpen ajanlott fliggetlen modszerrel megerdsiteni.

Az emlitett tényezok altal okozott problémak enyhitését segiti (i) a referencia
szondak, valamint a vizsgalandé régiokhoz kapcsolédé szondak gondos tervezése, (ii) a
referencia mintdk helyes megvalasztasa, (iii) optimalizalt DNS izolalasi protokoll
alkalmazasa, (iv) a minta tumorsejt ardnyanak pontos ismerete, valamint (v) az MLPA
reakcioelegyhez adott tigynevezett Q-fragmentumok (belsé kontroll), melyek MLPA
profilban valé kifejezett megjelenése elégtelen ligacidra, vagy kiindulasi

anyagmennyiségre utal.

1.3. Az MLPA alkalmazasa leukémiak és limfomak vizsgalatahoz

A nemzetkozi irodalomban szdmos kozlemény szamol be a konvencionalis
MLPA onkohematologiai koérképekben vald alkalmazasardl, bizonyitva a technika
alkalmassagat malignus vérképzorendszeri betegségek genetikai vizsgalatara (1.
tablazat). Az aldbbiakban néhany altalunk is vizsgalt malignus hematologiai betegség

példajan keresztiil mutatjuk be a mdédszerben rejld, maig publikalt lehetéségeket.
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1. tdbldzat.

Publikaciok MLPA alkalmazasarol malignus onkohematoldégiai

korképekben

Betegség Betegek Szonda keverék Referencia
szama

ALL 43 P335 Schwab és mtsai. (2010) (18)
ALL 43 P335 Ensor és mtsai. (2011) (19)
ALL 94 P335 Rand és mtsai. (2011) (20)
ALL 60 P335 Simons ¢és mtsai. (2011) (21)
ALL, CML 88 P202/P335 Alpar és mtsai. (2012) (22)
ALL 119 P202/P335 Buitenkamp és mtsai. (2012) (23)
ALL 34 P335 Marks és mtsai. (2012) (24)
ALL 304 P335 Moorman €s mtsai. (2012) (25)
ALL 33 P335 Palmi és mtsai. (2012) (26)
ALL 831 P335/egyedi Waanders és mtsai. (2012) (27)
ALL 572 P202/P335 Caye ¢és mtsai. (2013) (28)
ALL 694 P202/P335 Dorge ¢és mtsai. (2013) (29)
ALL 67 P335 Dupuis és mtsai. (2013) (30)
ALL 1502 P047/P335 Harrison és mtsai. (2013) (31)
ALL 204 P335 Krentz és mtsai. (2013) (32)
ALL 356 P202/P335 Meyer €s mtsai. (2013) (33)
ALL 120 P202/P335 Ofverholm és mtsai. (2013) (34)
ALL 410 P202/P335 Palmi és mtsai. (2013) (35)
ALL 1427 P047/P202/P335  Schwab ¢és mtsai. (2013) (36)
ALL 177 P335 Yamashita és mtsai. (2013) (37)
ALL 1128 P202/P335 van der Veer és mtsai. (2013) (38)
ALL 75 P335 Asai és mtsai. (2014) (39)
ALL 897 P327/P335 Clappier és mtsai. (2014) (40)
ALL 206 P007/P095/P327  Irving és mtsai. (2014) (41)
ALL, AML,
CML, CLL, 313 P327/P377 Konialis és mtsai. (2014) (42)
AL, MDS
ALL 1644 P335 Moorman €s mtsai. (2014) (43)
ALL 1 P377 Othman és mtsai. (2014) (44)
ALL/LBL 47 egyedi Rohde és mtsai. (2014) (45)
ALL 167 P335 Yano ¢s mtsai. (2014) (46)
ALL 191 P202/P335 Van der Veer és mtsai. (2014) (47)
ALL 174 P335 Walsh és mtsai. (2014) (48)
ALL 274 P335 Barbosa és mtsai. (2015) (49)
ALL 127 P202 Boer és mtsai. (2015) (50)
ALL 1223 P202/P327/P335 Clappier és mtsai. (2015) (51)
ALL 368 P327 Fuka és mtsai. (2015) (52)
ALL 81 P202/P335 Janczar és mtsai. (2015) (53)
ALL 118 P202 Kim és mtsai. (2015) (54)
ALL 1 P377 Othman és mtsai. (2015) (55)
ALL 34 P377 Othman és mtsai. (2015) (56)
ALL 1 P377 Othman és mtsai. (2015) (57)
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1. tablazat folytatdsa.

Betegség Betegek Szonda keverék Referencia
szama

ALL 109 P335 Van der Sligte (2015) (58)
ALL 104 P202/P335 Gupta ¢és mtsai. (2016) (59)
ALL 332 P335 Imamura €s mtsai. (2016) (60)
ALL 92 fzoz/ P335/egyed 1 nes és misai. (2016) (61)
ALL 3 P327 Kim és mtsai. (2016) (62)
ALL 13 P383 Kunz és mtsai. (2016) (63)
ALL. AML 20 cayedi Marcinkowska-Swojak és

’ mtsai.(2016) (64)
ALL 11 P335 Schwab és mtsai. (2016) (65)
ALL 146 P202 Yao és mtsai. (2016 )(66)
ALL 101 P335 Bhandari és mtsai. (2017) (67)
ALL 641 0APIMER2 praun és misai. (2017) (68)
ALL 166 P202/P335 Gupta és mtsai. (2017) (69)
ALL 161 P335 Katerndahl és mtsai. (2017) (70)
ALL, AML 53 P181 Reyes-Nufiez €s mtsai. (2017) (71)
ALL 31 P202/P335 Ribera és mtsai. (2017) (72)
ALL 132 P383/egyedi iglglter-Pechanska ¢és mtsai. (2017)
ALL 47 PO36 E;iz)quez-Reyes ¢és mtsai. (2017)
CLL 25 egyedi Mackus és mtsai. (2005) (75)
CLL 54 P006 Buijs és mtsai. (2006) (76)
CLL 15 P037/P038/RO11  Santidrian és mtsai. (2007) (77)
CLL 50 P037/P038 Coll-Mulet és mtsai. (2008) (78)
CLL 15 P037/P038 Hanlon ¢és mtsai. (2009) (79)
CLL 88 P037/P038 Stevens-Kroef és mtsai. (2009) (80)
CLL 31 egyedi Mous és mtsai. (2009) (81)
CLL 61 P037/P038 Al Zaabi és mtsai. (2010) (82)
CLL 100 P038 Abdool és mtsai. (2010) (83)
CLL/SLL 120 P037/P038 Groenen ¢s mtsai. (2011) (84)
CLL 100 P037/P038 Fabris és mtsai. (2011) (85)
CLL 77 P037/P038 Véronese ¢s mtsai. (2013) (86)
CLL 85 P377 Alhourani és mtsai. (2014) (87)
CLL 97 RO16 te Raa ¢s mtsai. (2015) (88)
CLL 55 P037 Rendeiro és mtsai. (2016) (89)
CML 80 P335 Van der Sligte (2014) (90)
CML 47 P128 Lavrov ¢és mtsai. (2017) (91)
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1. tablazat folytatdsa.

Betegség Betegek Szonda keverék Referencia

szama
DLBCL, FL, 526 P190 Havranek ¢és mtsai. (2015) (92)
MCL, MALT,
SLL
MDS/AML 56 P145 Donahue ¢s mtsai. (2011) (93)
MCL 134 P038 Delfau-Larue €s mtsai. (2015) (94)
MM 81 P425 Alpar és mtsai. (2013) (95)
MM 86 P425 Boyle és mtsai. (2015) (96)
MM 64 P425 Zang ¢és mtsai. (2015) (97)

AL = akut leukémia; ALL = akut limfoblasztos leukémia; AML = akut mieloid
leukémia; CLL = kronikus limfocitas leukémia; CML = kronikus mieloid leukémia;
DLBCL = diffuiz nagy B-sejtes limfoma; FL = follikularis limféma; LBL =
limfoblasztos limfoma; MALT = mukoza asszocialt limfoid szovet; MCL =
kdpenysejtes limfoma; MDS = mielodiszplazias szindroma; MM = mieléma multiplex;
SLL = kis limfocitas limféma

1.3.1. CLL

A kronikus limfocitds leukémia (CLL) a leggyakoribb felnéttkori malignus
hematologiai betegség a fejlett orszagokban, 100.000 lakosonként évente atlagosan 5,8
ujonnan diagnosztizalt férfi, valamint 3,0 Gjonnan diagnosztizalt néi beteggel (98, 99). A
CLL prognozisa és klinikai lefolydsa rendkiviil valtozatos, egyes betegek évekig-
¢évtizedekig stabilak maradnak akar kezelés nélkiil is, mig masoknal rovid idon beliil
progredidl a betegség, a diagnozis felallitasa utdn azonnali terdpids beavatkozast
igényelve. A betegek kiilonb6z6é prognosztikai csoportokba vald besoroldsa mellett
fontos az adott klinikai helyzetben prediktivnek szamité markerek alapos vizsgélata is a
kezelés megkezdése elott, mint példaul a TP53 gént érintd defektusok sziirése ibrutinib
kezelést megel6zden (100).

A betegek prognosztikai csoportokba soroldsahoz, illetve az optimalis kezelés
megvalasztdsdhoz a CLL sejtek konvencionalis- €s molekularis citogenetikai vizsgalatai
hasznos informaciét szolgaltathatnak, ugyanis a CLL-es betegek mintegy 85%-aban
talalhato valamilyen citogenetikai eltérés (101). A leggyakrabban el6fordul6 kopiaszam
eltérések a jo prognodzissal tarsuld izolalt 13q hidny (esetek 50-60%-aban), az intermedier
prognoézissal jard 12-es triszomia (+12; 12-25%), illetve a rossz prognézist meghatarozo
11q hidny (ATM gén, gyakorisag: 10-20%) és 17p hiany (TP53 gén, gyakorisag: 5-10%)
(101). Ezeknek az eltéréseknek a kezelés elotti vizsgalata a legiijabb nemzetkozi ajanlas

szerint minden esetben elvégzendd (100). Az egyedi eltérések mellett klinikai
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jelentdséggel bir az egyes aberraciok egyiittes el6fordulasa is. Komplex kariotipus (CK)
esetén a betegben 3, vagy annal tobb kromoszdémaaberracio detektalhatd, mely tipikusan
rovidebb diagnozis és elsé kezelés kozott eltelt idovel (TTFT), illetve teljes tuléléssel
tarsul (OS). Ezen feliil a CK elére jelezheti a betegek kezelésre adott kedvezdtlen
valaszat, még az 0j célzott terapidk mellett is [11-12], ezért napjainkban tovabbra is
valtozatlanul fontos a betegség genetikai hatterének atfogd diagnosztikai vizsgalata.
Szamos malignus hematologiai korképpel szemben CLL-ben a kiegyensulyozott
kromoszdéma eltérések, mint a kromoszdéma transzlokaciok, viszonylag ritkak, esetleges
jelenlétiik kedvezdtlen prognozissal tarsul (102).

Az egyik legkorabbi, 2006-ban megjelent onkohematologiai MLPA kozlemény
Buijs és mtsai. nevéhez fiiz6dik, akik 54 CLL-ben szenvedd beteget vizsgalva
azonositottak ismert visszatérd kopiaszam eltéréseket, valamint tovabbi, iFISH altal nem
detektalt deléciokat, illetve szambeli kromoszoma eltéréseket (76). Ezt kovetden szdmos
egyéb munkacsoport is alkalmazta a modszert CLL vizsgéalatdhoz, leginkabb a
prognosztikai jelentdséggel bird TP53, ATM és 13q hianyok, valamint a 12-es triszémia
kimutatasanak céljabol (78, 85, 84, 80). Az MLPA koltséghatékonysagat, magas
ateresztOképességét ¢és mérsékelt munkaerd raforditdsi igényét tobb esetben is
megerdsitették (82, 78). Az 0Osszehasonlitd moddszertani vizsgalatok nagymértékii
egyezést fedtek fel az MLPA, valamint az iFISH és ,,microarray” alapu technikakkal
nyert eredmények kozott. A néhany, 6sszhangban nem all6 adat hatterében az aberracid
alacsony reprezentaltsaga, illetve a kiilonféle modszerek altal nyujtott eltérd genomikus
feloldas és lefedettség allt (82, 78, 80, 86). Emellett egy Véronése és mtsai. altal kozolt
tanulmany felhivta a figyelmet a pontmutaciok altal okozott alpozitiv, latszdlag
kopiaszam hianyra utal6 MLPA eredményekre, ezéltal a validdlas fontossagéra.
Megjegyzendd azonban, hogy esetiikkben a probléma a TP53 gén vizsgalata kapcsan
mutatkozott, melynek hidnya és gyakran patogén mutacidja egyardnt prognosztikailag
kedvezébtlen eltérésnek tekintheté a CLL lefolydsa szempontjabdl (103, 86). A TP53,
illetve az ATM gének statuszanak felmérése az elmult években kiilondsen relevanssa valt
CLL-es betegekben, mivel ezeknek a géneknek a hibai kemorezisztenciaval szorosan
Osszefiiggenek, aberracidik kimutatasa esetén pedig célzott terapia is elérhetd (104, 105).
A TP53 és ATM, valamint a veliik funkcionalis kapcsolatban 1évd, DNS karosodasra adott

valaszban szerepet jatsz6 gének RNS alapt vizsgalatdhoz Eldering és munkacsoportja
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reverz transzkripciot kdvetden hasznalt MLPA-t (75, 81, 88). A mddszer ezen alternativ
alkalmazaséval el tudtak kiiloniteni funkcionalis TP53 defektust hordoz6 betegeket ATM
defektussal birdktol, valamint tovabbi, az el6z6 kettére nézve normalis, de DNS
karosodasra adott valasz szempontjabdl mas okbol funkcionalis szinten abnormalitést

mutatd betegeket is azonositani tudtak.

1.3.2. Myeloma multiplex

csontveldi betegség, melyre kurativ kezelés jelenleg nem all rendelkezésre (106, 6). Az
MM-re rendkiviil valtozatos genetikai hattér jellemzd, melynek részletes vizsgalata mar
szamos 1FISH, SNP-array ¢és NGS alapu tanulmany targyat képezte, melyek
feltérképezték a betegségre jellemzd kiegyensulyozott transzlokacidkat, valamint
kiegyensulyozatlan DNS aberraciokat és pontmutacidkat (107-115). Ezen vizsgélatok
altal azonositott CNA-k jelenléte és kombinacioi prognosztikus értékkel birnak, igy
analizisiik klinikai szempontbdl is kivanatos (116, 108, 117). A legjelentdsebb
kedvezdtlen korlefolyassal tarsuld eltérések az IGH gén egyes kiegyensulyozott
transzlokacioi, mint a t(4;14)(p16;32) (IGH-FGFR3/MMSET) és a t(14;16)(q32;q923)
(IGH/MAF), azonban kiegyenstlyozatlan eltérések, mint a 7P53-gén hianya, a 13-as
kromoszéma monoszémidja vagy delécidja (A13), vagy az 1-es kromoszoéma strukturalis
eltérései is kedvezotleniil befolyasoljak a betegek talélését.

Az MM prognosztikai és prediktiv jelentoséggel bird kiegyensulyozatlan
aberracidinak elsé konvencionalis MLPA-val torténd vizsgalata sordn a moédszer a
betegek 65%-aban azonositott olyan eltéréseket, melyeket a standard iFISH tesztek nem
mutattak ki (95). Mivel azonban az MLPA nem képes kiegyensulyozott genetikai
abnormalitasokat detektalni, igy az IGH gén MM-ben kiemelt jelentdségli transzlokaciodit
sem, ezért iFISH-sel egyiitt valo alkalmazéasa ebben az esetben kifejezetten indokolt.
Késobbiekben a konvenciondlis MLPA hatékonysagat MM vizsgalatdhoz mas

munkacsoportok is meger6sitették (96).
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1.3.3. ALL

Az akut limfoblasztos leukémia (ALL) a leggyakoribb gyermekkori daganatos
megbetegedés, melyre szintén igen valtozatos genetikai hattér, és ehhez asszocidltan
heterogén klinikai lefolyas jellemzdé (118). Mind a B-, mint a T-sejtes ALL
kialakuldséban és progresszidjaban kromoszoma transzlokaciok, teljes kromoszomakat
¢s szubkromoszémalis régiokat érinté CNA-k, valamint egyéb addicionalis genetikai
eltérések, mint aneuploidia illetve pontmutaciok vesznek részt (119-122). Szambeli
kromoszoma eltérések leggyakrabban magas hiperdiploiditasa (HD) (>51 kromoszéma)
betegekben fordulna eld, és leginkabb az X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 és 21-es kromoszémakat
érintik (123, 124). A szubkromoszomalis eltérések gyakran a sejtciklus szabalyozasban,
kulcsszerepet jatszo géneket érintik (121, 122). Ezen eltérések a betegség klinikai
kimenetelével is Osszefiiggést mutatnak, mely az elmult idében bevezetett CNA-alapt
rizikd stratifikacios rendszerek (IKZFIP"s and UKALL-CNA) alapjat képezte (125, 43,
126). Habar az ALL-ben szenvedd egyes betegek korabbi array és NGS vizsgalatok
alapjan limitalt szdmi CNA-t hordoznak (127, 121), a betegség klinikai lefolyasa
szempontjabol relevans eltérések atfogod, de mégis koltséghatékony vizsgalata célzottan
multiplex megkdzelitést kivan a vizsgalando eltérések széles repertoarja miatt. Tovabba
az ezen betegségben megjelend szubkromoszomalis eltérések igen valtozatosak, és
gyakorta csak rovid DNS szakaszokat érintenek, igy ezen CNA-k detektdldsa
konvencionalis G-savos kariotipizalassal, iFISH vizsgalattal, vagy un. ,,off the shelf”
array alapti modszerekkel nagy kihivast jelenthet (128).

Az MLPA-hoz kotheto legintenzivebb publikécios aktivitas ebben a betegségben
tapasztalhatd. E18szor 2010-ben, Schwab és mtsai. alkalmaztdk a médszert prekurzor B-
sejtes ALL-ben szenvedd betegek mintain, melynek sordn a betegségben visszatéréen
megjelend, B-sejt fejlodésben, limfoid differencidlodasban, sejtciklus szabalyozasban
szerepet jatszo, prognosztikai és terapias relevanciaval bird gének kopiaszam eltéréseit
vizsgaltak [26]. MLPA-val tobbek kozott azonositottak iFISH-sel nem detektalhato, kis
kiterjedést deléciokat is, melyeket kvantitativ PCR-rel sikeresen validaltak. A modszer
hatékonysagat demonstrald tanulmanyukban felhivtdk a figyelmet ugyanakkor arra is,

hogy haploid, illetve tetraploid esetekben az MLPA profil nem feltétleniill mutat
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abnormalis mintdzatot, amennyiben a mintdban relativ koépiaszdm eltérés nem
mutatkozik. Az MLPA hozzadadott értékét ugyanakkor egyértelmiien jelzi, hogy ezt
kovetden tobb szaz, esetenként ezer feletti beteget is feldleld klinikai vizsgalatok
keretében alkalmaztak sikerrel a technikat (/. tabldzat). A tanulmanyok nagy részében az
IKZF1, PAX5, ETV6, RB1, BTGI1, EBF1, CDKN2A/B, RUNXI, ERG és a PARI régio
génjeinek eltéréseit vizsgaltak prekurzor B-sejtes ALL-ben. Ezek koziil is kiemelkedik
az IKZF1 (Ikaros) gén deléciojanak, illetve a 21-es kromoszoma intrakromoszomalis
amplifikacigja (1IAMP21) kovetkeztében felsokszorozodo RUNXI ¢és ERG gén
eltéréseinek intenziv vizsgdlata. Az IKZFI hiany fiiggetlen prognosztikai marker,
kedvezotlen betegség lefolyassal tarsul, gyakran fordul el a BCR-ABLI pozitiv, illetve a
génflziot nem hordozo6, de hasonld génexpresszids mintazatot mutato BCR-ABLI-like
szubtipusokban (129, 38). Az iAMP21 a gyermekkori B-ALL esetek 2%-aban megjelend
prediktiv jelentéségli aberracio, mely eltérést hordozo betegek standard kezelésre rosszul
reagalnak, a terapia intenzitasanak emelésével azonban kedvezdbb valasz érheto el (31).

Mivel az MLPA nem szolgaltat egyedi sejt szintli informaciot az egyes eltérések
eloszlasarol, az ALL néhany szubtipusara kifejezetten jellemzé komplex szubklonalis
szerkezet feltérképezésére nem tlinik optimalis eszkdznek. Ugyanakkor diagnodzis é€s
relapszus idején vett mintadkat Osszehasonlitva, az aberraciok altal érintett 10kuszok
kiterjedésének tobb szondaval vald vizsgélata lehetové teheti a két eltérd idopontban
dominans malignus sejtpopulacio klonalis viszonyanak felderitését, ezaltal a szubklonalis
evolucios folyamatokba valo informativ betekintést. Alpar és mtsai. az IKZF1, mig
Waanders és mtsai. a BTG/ gént érintd abnormalitdsokat vizsgalva mutattak ki olyan
deléciés mintazatokat, melyek a relapszuskor megjelend szubklon diagnosztikus
mintaban dominans populaciotol valo fiiggetlen fejlodésére utaltak (22, 27).

Kopiaszam eltérések mellett Braun és mtsai. a CDKN2A4 és CDKN2B gének
promoter régidiban elhelyezkedé CpG pozicidk metilaltsagi statuszat is vizsgaltadk MS-
MLPA-val, gyermekkori prekurzor B-sejtes ALL-ben szenvedd betegekben [32]. Az
eljaras lehetové tette a CDKN2A/B gének inaktivacidjahoz vezetd genetikai és
epigenetikai valtozdsok egyidejii felderitését. Eredményeik alapjan a CDKN2A gén
biallélikus delécidja kedvezdtlen terdpias valasszal és megndvekedett relapszus
kockézattal tarsul, ugyanakkor tanulmanyukban az eltérd inaktivacios modok (delécio és

metilacio) egylittes megjelenése nem volt jelentds hatassal a betegek progndzisara.
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Rohde és mtsai. prognosztikailag relevans, heterozigotasag hianyahoz vezetd 6q
kromoszéma kar hidnyt vizsgéaltak MLPA-val prekurzor T-sejtes ALL-ben, illetve
limfoblasztos limfoméaban (LBL) szenvedd betegekben. Konvencionalis mikroszatellita
vizsgalattal Osszehasonlitva, a konvenciondlis MLPA megfeleld minta mennyiség és
mindség mellett koltséghatékonyabbnak, valamint kevésbé iddigényesnek bizonyult,
valamint csiravonal kontroll nélkiil szolgaltatott informativ eredményt (45). Richter-
Pechanska és mtsai. prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedd betegek diagnézis €s relapszus
idején vett mintait vizsgaltak és a célzott NGS-sel detektalt kopiaszam eltéréseket 182
betegben validaltak MLPA-val, 99%-0s egyezést talalva a két mddszer kozott olyan
eltérések alapjan, melyek kimutatasara elvileg mindkét technika alkalmas volt (73). Kunz
¢€s mtsai. ugyanebben az entitdsban vizsgaltak a relapszushoz vezetd klonalis evolucid
hatterét. A CDKN2A/B, LEF'1, PTEN, PTPN2, SUZI12, és CASPSAP?2 gének delécidinak,
idépontban megjelend aberracidkat, valamint olyanokat is, melyek csak diagndzis vagy
relapszus idején mutatkoztak az egyes betegekben (63).

A szubkromoszomalis kopiaszam eltérésekre fokuszald tanulmanyok mellett
aneuploididk/aneuszomidk MLPA-val valé kimutatasanak lehetdségét is demonstraltak
akut leukémias esetekben, centromer kozeli, vagy szubtelomerikus kromoszoma
régidkhoz hibridizal6 MLPA szondékat hasznalva (71, 74). DNS index meghatarozassal
egyltt alkalmazva, az MLPA hatékony kiegészitd moddszernek bizonyult, kiilonosen
pszeudodiploid esetekben, valamint amikor néhény, fdleg kisméreti kromoszdéma
tobblete vagy hianya allt az aneuploiditas hatterében. Ezek a Reyes-Nufiez és mtsai. altal
kozolt eredmények 0sszhangban allnak korabbi hazai tanulmanyokkal, melyek szintén
felhivtak a figyelmet az aneuploidia hatterében 4llo6 specifikus aneuszomiak
felderitésének fontossagara (130, 131).

A dMLPA modszert eldszor Benard-Slagter és mtsai. alkalmaztak gyermekkori
B- és T-sejtes ALL-ben (11). Tanulmanyukban 67 ALL-ben szenvedd beteg mintajat
vizsgaltak IMLPA D007 szondakeverékkel. Eredményeiket konvencionalis MLPA-val,
array CGH-el és/vagy SNP-array-el szerzett adatokkal sszevetve 98,9%-0s szenzitivitast
¢s 97,8%-os specificitast allapitottak meg. A dMLPA moddszer megbizhatéan mitkodott
a teljes kromoszomakat érintd hianyok és tobbletek (HD eseteket is beleértve), teljes gén

hianyok és tobbletek, a iIAMP21, kopiaszam eltéréssel jard intrakromoszomalis fuzids
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gének és génen belili hidnyok kimutatdsdban. A moddszer szubklonalis eltérések
azonositasaban is megbizhatd volt, amennyiben az eltérés a daganatos sejtek legalabb 20-
30%-aban jelen volt.

Ezen eredményeket tovabb kiegészitve Thakral és mtsai. 151 B- és T-sejtes ALL-
ben szenvedd beteg mintdinak kopiaszam eltéréseit vizsgaltdk dMLPAval (132).
Munkdjuk soran a mintdk 89%-aban azonositottak CNA-t. Az esetek 66%-aban legalabb
3 kopiaszam eltérés volt jelen, az esetek negyedében pedig CDKN2A/B, IKZF1 és PAXS
hianyt is azonositottak. Tanulméanyukban kopiaszam eltéréssel jarod intrakromoszomalis
fuzios géneket is azonositottak Benard-Slagter és mtsai. altal publikalt eredményekhez
hasonléan. Tovabba, dMLPA alkalmazasaval szamos gén tobblete (RUNXI, LEFI,
NR3C2, PARI és PHF6), valamint hianya (NF1, SUZ12, MTAP) esetében mutattak ki

szignifikans Osszefiiggést a minimalis rezidualis betegség kialakulasaval.

1.3.4. Egyéb malignus hematologiai korképek

Erett B-sejtes limfomakat tekintve, Delfau-Larue és mtsai. kopenysejtes
limfomaban vizsgaltak 13q14, 9p21, 11923, 17p13 és 12q14 delécidkat, valamint MYC
gén amplifikaciot konvencionalis MLPA-val annak érdekében, hogy az aberraciok
prognosztikus jelentdségét felfedjék immunkemoterapia, magas dozisu citarabin kezelés,
illetve autolog Ossejt transzplantacié alkalmazasa mellett, klinikai tanulméany keretében.
Eredményeik alapjan a CDKN2A4 és a TP53 gének delécioi 6nallo, Ki-67 indextol
fiiggetlen, kedvezdtlen progndzisssal tarsuldo markereknek tekinthetok (94).

Havranek és mtsai. tobb mint 500, non-Hodgkin limfomaban szenvedd beteg
mintdjaban vizsgaltak csiravonal eredeti CHEK?2 gén hianyt konvencionalis MLPA-val.
A diffuz nagy B-sejtes limfomat, follikularis limfomat, kdpenysejtes limfomat, kis
limfocitds limfomat és mukoza asszocidlt limfoid szovet tumorjat is reprezentald
betegcsoportban  kétféle kereteltolddasos mutaciot okozd és korai transzlaciods
termindcidhoz vezetd aberraciot azonositottak (92).

Blasztos krizisen atesé, CML-ben szenvedd betegek mintait konvencionalis
MLPA-val vizsgalva Alpar ¢s mtsai. a betegség kronikus fazisaban nem mutattak ki
kopiaszam eltérést, mig egy kivétellel az dsszes blasztos krizis idején nyert mintaban
azonositottak aberraciokat (22). Ezzel 6sszhangban, van der Sligte és mtsai. gyermekkori
CML-es betegeket vizsgalva nem mutattak ki kopiaszam eltéréseket 77 kronikus fazisu

betegben, mig egy kivétellel minden olyan betegben talaltak eltérést, akiket a betegség
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akceleralt fazisaban, vagy limfoblasztos krizisben diagnosztizaltak, esetleg krénikus
fazisbol progredialtak (90).

Donahue ¢s mtsai. mielodiszplazias szindromaban (MDS), illetve akut mieloid
leukémiaban (AML) szenvedo betegek vizsgalatahoz tesztelték a konvencionalis MLPA
hatékonysagat egy -5/del5q, -7/del7q, +8, dell7p, del20q és 21q abnormalitasokat
egyidejileg kimutatni képes szonda keverékkel, 89-93%-0s konkordanciat elérve a
modszer eredményeinek iFISH adatokkal valod Gsszevetése soran. A szerzok az iFISH
analizishez képest jelentésen csokkent mintaelokészitési és értékelési iddigényrol,
valamint a koltségek legalabb hétszeres csokkenésérdl szamoltak be (93).

Végiil, egy hematologiai betegségek atfogd vizsgalatahoz kifejlesztett, 19
kromoszoma kart lefedd6 MLPA szonda keverékkel Konialis és mtsai. tobb mint 300,
diagnosztikai vizsgalatra kiildott csontveldé mintat analizaltak, az eredményeket
kariotipizalasi és iFISH adatokkal 6sszehasonlitva (42). A mind limfoid, mind mieloid
malignitasokat magéaban foglalé betegpopulacio 8%-aban azonositottak olyan klinikailag
relevans aberraciokat, melyeket a hagyomanyosabb citogenetikai modszerek nem fedtek
fel. Az MLPA olyan esetekben is segitséget nyujtott, mikor a metafazisok hidnya miatt a
kariotipizalas nem volt kivitelezheto.

Osszességében, a teljesség igénye nélkiil fent bemutatott példak egyértelmiien
jelzik, hogy a konvenciondlis MLPA egy sokoldalian hasznosithaté technika
onkohematologiai  betegségek  vizsgalatdhoz,  beleértve a  diagnosztikai
munkafolyamatban val6é alkalmazast is. Mindazonaltal a konvencionalis MLPA
szélesebb korben valo rutin klinikopatoldgiai alkalmazasa, illetve az ij AMLPA technika
adaptacioja el6tt érdemes tovabbi vizsgalatokat végezni, a hatékonysagukat ¢&s

megbizhatdsagukat validalni.
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2. Célkitizések

Munkank soran célul tliztiikk ki a konvencionalis MLPA és dMLPA-technikak
hatékonysaganak, illetve alkalmazasi lehetdségeinek kozvetlen Osszevetését a
mindennapi rutin diagnosztikaban széles korben alkalmazott modszerekkel malignus
hematologia megbetegedések vizsgalatdhoz. Tanulmanyunkban kiilonb6z¢é limfoid
malignitdsokban szenvedd betegek mintait vizsgaltuk, mint az érett B-sejtes CLL és MM,
valamint az éretlen B és T-sejtes gyermekkori ALL. Vizsgalataink soran kiilonds
figyelmet forditottunk a klinikai jelentéséggel bird prognosztikus és prediktiv eltérések
kimutatasara, valamint a vizsgalt betegségek relapszusadhoz vezetd bioldgiai folyamatok

(pl.: klonalis evolucio) feltérképezésére.

Mindezen szempontokat figyelembe véve specifikus céljaink a kovetkezok voltak:

e Konvencionalis MLPA technika beallitisa CLL-es betegek klinikai mintainak
analizisé¢hez, valamint a modszer megbizhatdsaganak elemzése iFISH vizsgalattal
Osszevetve. Tovabba a modszer alkalmazasa ibrutinib terapidban részesiild

betegekben a DNS kopiaszam eltérések idébeli valtozasainak felderitéséhez.

e dMLPA moddszer hatékonysaganak vizsgalata MM-ben szubkromoszomalis, és
teljes kromoszémakat érint6 CNA-k meghatarozésaban iFISH-sel ¢és

konvencionalis MLPA-val 3sszevetve.

e dMLPA moédszer hatékonysaganak validalasa betegség relevans CNA-k széleskorti
vizsgalataban egy B- és T-ALL-ben szenvedd betegcsoportban, melynek soran
értékelni kivantuk a modszer altal szolgaltatott eredmények hozzaadott értékét a
relapszushoz vezetd klonalis folyamatok felderitésében, illetve a betegek

prognosztikai csoportokba val6 sorolasaban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.  Vizsgalati mintak

3.1.1. CLL betegmintak

A vizsgalatunkba 18, célzott kezelésben nem részesiild, CLL rutin genetikai
vizsgalata soran iFISH modszerrel legalabb egy genetikai eltérést hordozo beteget
vontunk be annak érdekében, hogy a konvencionalis MLPA modszer érzékenységét és
megbizhatdsagat kelld szami CNA vonatkozaséban tudjuk értékelni. Vizsgaltuk tovabba
5 ibrutinib terapidban részesiilo beteg kezelés elotti és azt kovetd CNA statuszat, valamint
egy ibrutinib kezelésre rezisztenssé valo beteg, a progresszid idejében vett periférids vér
¢s nyirokcsom6 mintainak CNA-it is. A tanulmanyunkban vizsgalt, CLL-ben szenvedd
betegek diagnodzisa az aktualis WHO ajanlas szerint lett felallitva (6).

Az MLPA vizsgéalathoz Carnoy-oldatban fixalt sejtekbdl, illetve EDTA-val
antikoagulalt periférids vérmintakbol ficoll gradiens centrifugalassal szeparalt
mononuklaris sejtekbdl végeztiink DNS izolalast (High Pure PCR Template Preparation
Kit, Roche) a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az iFISH vizsgéalathoz periférias vér és
csontveld mintakbol nyert fixalt sejteket hasznaltunk.

A vizsgalatok soran negativ kontrollként klonalis malignus betegséget nem

hordoz6 betegek és egészséges onkéntesek mintdibol izolalt DNS-t hasznaltunk.

3.1.2. MM betegmintak

Munkdénk soran 56 MM beteg diagnoziskori csontveld mintdjat vizsgaltuk. A MM
diagnozisa a betegségre jellemzé morfologiai, genetikai és immunfenotipusos
paraméterek alapjan az aktudlis WHO kritériumoknak megfeleléen tortént (6). Az
aramlasi citometriaval torténé immunfenotipizalas soran CD45-PerCP-CyS5.5, CD19-PE-
Cy7, CD38-FITC, CD138-APC és CD56-PE markerekkel végeztiink 5 szinli vizsgalatot
aramlési citométeren (CyFlow® space, Partec GmbH, Németorszag). Azon esetekben,
ahol 20-30% alatti plazmasejtaranyt mértiink, a mintdkon plazmasejt dusitast végeztiink
magneses gyongyokkel (BD IMagTM, BD Biosciences, Kalifornia), CD56 és CDI138
antitesteket hasznalva a gyartd utasitasai szerint, és a masodik korben torténd
immunfenotipizalassal ellendriztiik a dusitas sikerességét. A vizsgalt DNS-t 70%-0s
ethanolban fixalt sejtekbdl izolaltuk Biorobot EZ1 (Qiagen, Valencia, Kalifornia)

rendszer segitségével. Az iFISH vizsgalat Carnoy-oldatban archivalt sejteken tortént. A
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vizsgalatok sordn negativ kontrollokként egészséges dnkéntesektdl szarmazo periférias
vérmintakat, illetve malignus betegségben nem szenvedd egyének csontveldi mintait

hasznaltuk.

3.1.3. Gyermekkori ALL betegmintak

Osszesen 91 gyermek csontveld mintéjat vizsgaltuk, koziiliikk 76-an B-ALL-ben,
15-en T-ALL-ben szenvedtek. Eletkoruk 1-16 év kozott valtozott (atlag: 6,8 év). A
betegek rizikdcsoportokba vald besorolasa és kezelése a német Berlin, Frankfurt,
Muenster (BFM) protokolloknak megfelelden tortént, ugymint az ALL IC-BFM 2002, az
ALL-REZ BFM 2002 ¢és az ALL IC-BFM 2009. A 91 beteg diagnosztikus mintajan feliil
12 betegtdl 0sszesen 14 relapszuskori minta is rendelkezésre allt, melyek a betegség elsé
vagy masodik relapszusanak idejérél szarmaztak. A mintdkban dramlési citometridval
atlagosan 81%-0s blasztaranyt mértiink (35-100%). A diagn6zis meghatarozasa jellemz6
morfoldgiai, genetikai és immunfenotipusos paraméterek alapjan, a WHO ajanlasoknak
megfeleléen tortént 2004 és 2014 kozott (6). Negativ kontrollként klonalis malignus

betegséget nem hordozé egyének mintdibol izolalt DNS-t hasznaltunk.

3.2. Konvencionalis MLPA reakciok

Az MLPA reakciokat, beleértve a negativ kontroll mintak alkalmazasat, a gyartd
eléirasai alapjan végeztiik (MRC-Holland). A mintak egyes l6kuszokra vonatkozé CNA
statuszat a mintakon beliili és mintak ko6zOtti normalizaciot kovetden, az aramlasi

citometridval meghatarozott tumorsejt aranyt is figyelembe véve hataroztuk meg.

3.2.1. CLL konvencionalis MLPA szondakeverék

A CLL-es betegmintak vizsgalata soran SALSA MLPA P037 CLL-1 és SALSA
MLPA P038 CLL-2 szondakeverékeket hasznaltunk, melyeket a gyartd bocsatott
rendelkezésiinkre. A P037-es szondakeverék 41, a P038-as 35 genomikus célrégio
kopiaszam vizsgalatara alkalmas. A szondakeverékek részletes Osszetételét a 2. tablazat
szemlélteti. A reakcié soran keletkezé6 PCR termékek méret szerinti szeparalasat ABI
3500 DNA Analyzer (Life Technologies, Bleidwiik, Hollandia) kapillaris elektroforézis
késziilékkel végeztik. Az elektroferogrammok analizisét és a relativ kopiaszamok
meghatarozasat az ingyenesen elérheté Coffalyser.Net (www.mlpa.com) szoftverrel
végeztilk. Genomikus tobbletet 1,2-nél magasabb, deléciot 0,8-nal alacsonyabb relativ

kopiaszam esetén hataroztunk meg.
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2. tablazat. A tanulmanyban genomikus kopiaszam eltérések kimutatasahoz

hasznalt MLPA szondakeverékek

SALSA MLPA P037 CLL-1 SALSA MLPA P038 CLL-2
szondakeverék szondakeverék

Vizsgalt Vizsgalt Kromoszoma Vizsgalt Vizsgalt Kromoszoma
gén exon pozicio gén exon pozicio
REL 7 2pl6.1 PTEN 5 10g23.31
REL 11 2pl6.1 PTEN 9 10g23.31
ALK 4 2p23.2 ATM 1 11g22.3
ALK 27 2p23.2 ATM 55 11g22.3
MYCN 2 2p24.3 RDX 11 11g22.3
MYCN 3 2p24.3 ATM 63 11g22.3
MYCN 2 2p24.3 ATM 13 11g22.3
MYCN 3 2p24.3 ATM 44 11g22.3
AIM1 2 6921 PPP2RIB 4 11g23.1
SEC63 16 6921 CADM1 1 11g23.3
TNFAIP3 9 6q23.3 CD27 3 12p13.31
TNFAIP3 2 6q23.3 STAT6 4 12q13.3
LATS1 4 6q25.1 HMGA?2 2 12q14.3
IGF2R 3 6q25.3 PAH 4 12g23.2
PARK?2 10 6926 IGF1 4 12g23.2
TNFRSF10B 5b 8p21.3 RBI 17 13q14.2
TNFRSF104 1 8p21.3 DLEU? 11 13q14.2
EIF3H 2 8q24.11 KCNRG 1 13q14.2
MYC 3 8q24.21 DLEUI down 13q14.2
MYC 3 8q24.21 DLEUI 2 13q14.2
CDKN2B 2 9p21.3 RBI 27 13q14.2
CDKN24 3 9p21.3 ATP7B 4 13q14.3
ATM 14 11g22.3 AKTI 4 14q32.33
ATM 22 11g22.3 KI40125 up 14q32.33
LRMP 21 12p12.1 MTAI 3 14q32.33
CCND?2 5 12p13.32 TP53 1 17p13.1
CDK4 8 12ql14.1 TP53 2a 17p13.1
IFNG 4 12q15 TP53 6 17p13.1
CHFR 4 12q24.33 TP53 5 17p13.1
KCNRG 3 13q14.2 TP53 10 17p13.1
MIRI154 1 13q14.2 CDKN2D 2 19p13.2
FNDC34 6 13q14.2 LDLR 7 19p13.2
DLEU?2 2 13q14.2 CCNEI 12 19q12
RBI 21 13q14.2 AKT?2 6 19q13.2
ATP7B 6 13q14.3 MIR498 1 19q13.42
DLEU7 1 13q14.3 COLIIAI* 15 1p21.1
DLEU7 2 13q14.3 SERPINCI* 5 1925.1
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2. tablazat folytatasa.

SALSA MLPA P037 CLL-1 SALSA MLPA P038 CLL-2
szondakeverék szondakeverék

Vizsgalt Vizsgalt Kromoszoma Vizsgalt Vizsgalt Kromoszoma
gén exon pozicio gén exon pozicio
TP53 4b 17p13.1 ZNF638* 2 2pl13.2
TP53 7 17p13.1 SCNI1A4* 12 2q24.3
TP53 3 17p13.1 GBEI* 7 3pl2.2
TP53 1 17p13.1 IL4* 1 5q31.1
COLIIAI* 29 1p21.1 GARS* 5 Tpl4.3
USH2A4* 60 1q41 STX1A* 8 7q11.23
EDAR* 3 2ql2.3 OPTN* 11 10p13
COL3AI1* 32 2q32.2 RPGRIPI* 20 14q11.2
GBEI* 7 3pl2.2 SEMA7A4* 15 15q24.1
SCN54* 9 3p22.2 ABAT* 2 16p13.2
KLKBI* 3 4q35.2 CACNG2* 4 22q12.3
NIPBL* 5 5pl13.2
IL4* 1 5q31.1
KIAA0319%* 22 6p22.3
COLSAI* 24 9q34.3
ABCC8* 14 11p15.1
SPGI1I1* 36 15g21.1

*Referencia szonda

3.2.2. MM konvencionalis MLPA szondakeverék

MM vizsgalatdhoz SALSA P425 v. A1 MLPA szondakeveréket (MRC Holland,
Amszterdam, Hollandia) alkalmaztunk, mely 42, MM-ben gyakran érintett genomikus
16kuszt célzd szondat tartalmaz, ugymint az 1p32 (FAF1, CDKN2C, PLPP3 and DABI1),
1p21, 19q21.3 (CKSI1B), 1923.3, 5q31.3, 12p13.31, 13ql4 (RBI, DLEU1/DLEU?2), 16q12
(CYLD), 16923 (WWOX) és 17p13 (TP53) (3. tablazat). Az amplifikalt szondékat ABI
3500 DNA Analyzer (Life Technologies) Kkapillaris elektroforézis késziilékkel ¢és

GeneMarker v1.95 szoftver segitségével vizsgaltuk.
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3.2.3. ALL konvencionalis MLPA szondakeverékek

Gyermekkori ALL vizsgélata sordn egy vagy tobb MLPA szondakeveréket
alkalmaztunk a kovetkezok koziil: P202-A1, P202-B2, P335-A4, P335-B2 és P383-A2
(MRC Holland, Amszterdam, Hollandia). A B-ALL-ben vizsgalt régiok: PAR1 régiod
génjei, IKZF2, EBF1, IKZF1, MIR31, CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG, RB1, 14q32.33
régid génjei és az IKZF3. T-ALL-ben vizsgalt régiok: STIL-TALI fazio6, LEFI,
CASP8AP2, MYB, EZH2, CDKN2A/B, MTAP, MLLT3, NUP214-ABLI1 fuzid, PTEN,
LMOI, LMO2, NF1, SUZI12, PTPN2 és PHF6. Az alkalmazott szondakeverékek és
vizsgalt régiok listajat a 4. tabldzat tartalmazza.

Az amplifikalt szondékat ABI 3500 DNA Anlayzer kapillaris elektroforézis

késziilék és Coffalyser.Net szoftver segitségével vizsgaltuk.
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3 tablazat. A SALSA MLPA P425-A1, MM-ben alkalmazott

szondakeverék tartalma

Vizsgalt gén Vizsgalt exon Kromoszoma pozicio
FAFI 4 1p32.3
CDKN2C 3 1p32.3
PPAP2B 1 1p32.2
DABI 14 1p32.2
DABI 2 1p32.2
LEPR 4 1p31.3
RPEG6S 14 1p31.2
DPYD 5 1p21.3
COLI11A1 45 1p21.1
CKSIB 1 1921.3
CKSIB 2 1921.3
NUF2 1 1g23.3
NUF2 14 1923.3
RP11-541J2 1923.3
RP11-541J2 1923.3
RP11-541J2 1923.3
RP11-541J2 1923.3
RP11-480N10 1923.3
PBX1 9 1923.3
PCDHAI 1 5q31.3
PCDHACI la 5q31.3
PCDHB?2 1 5q31.3
PCDHBI10 1 5q31.3
SLC2542 1 5q31.3
PCDHGAII 1 5q31.3
CD27 3 12p13.31
VAMPI 4 12p13.31
NCAPD2 2 12p13.31
NCAPD2 32 12p13.31
CHD4 40 12p13.31
CHD4 2 12p13.31
RBI 7 13q14.2
RBI 27 13q14.2
DLEU?2 2 13q14.3
DLEUI down 13q14.3
CYLD 2 16q12.1
CYLD 19 16q12.1
wwox la 16g23.1
Wwwox 8 16g23.1
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3. tablazat folytatdisa

Vizsgalt gén Vizsgalt exon Kromoszoma pozicio
TP53 11 17p13.1
TP53 8 17p13.1
TP53 5 17p13.1
PEX13* 2pl6.1
ZEB2* 2q22.3
CFI* 4925
PKHDI* 6pl2.2
EYAI* 8ql13.3
OPTN* 10p13
DKKI1* 10q11.2
RNMT* 18p11.2
NPCI* 18q11.2
USP25* 21qg21.1
LARGE* 22q12.3

Megjegyzés: az RP11-541J2 és RP11-480N10 BAC klonok,
melyek ezt az adott régidt fedik le. Ezek a szondak rendkiviil gén-
szegény régioban vannak. A legkdzelebbi gén (PBXI) mintegy
100 kilobazisnyira kezdddik telomerikus iranyban a 154 nuklotid
hosszsagu szondatol.
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3.3. dMLPA reakciok

Minden egyes dMLPA reakciot a gyarto utasitasainak megfeleléen végeztiink 40
ng DNS felhasznalasaval.

3.3.1. MM dMLPA szondakeverék

A vizsgalat soran az MRC Holland altal 2017-ben kifejlesztett AIMLPA D006
szondakeveréket (lot X1-0613) hasznaltuk, melyet az egyliittmiikddé laboratéoriumok
szamara tett a gyartd elérhetévé tesztelés és validalas céljabol. A szondakeverék
tartalmazott (i) 160 MM-ben gyakorta CNA-t hordoz6 régidt célzd szondat; (ii) 212
kariotipizalé szondat, mely minden kromoszéman a centromerikus, telomerikus, ¢és a
karok kozépso régioit célozta; (iii) egy szondat a BRAF V600OE mutéacié kimutatasara;
(iv) 126 belsoé kontroll szondat, melyek a mintat azonositasaért, és a mennyiségi €s
mindségi ellendrzést tették lehetévé. A CNA-k szempontjabol stabil régiokhoz
hibridizal6do kariotipizald szondak egy részét szintén referencia szondaként hasznaltuk

fel.

3.3.2. ALL dMLPA szondakeverék

Gyermekkori ALL vizsgalata sordan D007-es (D007-X2-0516-o0a verzid) dAMLPA
szondakeveréket alkalmaztunk. A szondakeverék 598 szondat tartalmaz, melyek koziil
(1) 275 B- és/vagy T-ALL-ben gyakorta CNA-t hordozo régiot célzé szonda (4. tablazat);
(i) 196 digitalis kariotipizald szonda, melyeket referencia szondaként is fel lehet
hasznalni a normalizacidé soran; (iii) 128 belsé kontroll szonda, melyek a mintdk

azonositasat, és mennyiségi és mindségi ellendrzést tesznek lehetdveé.
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4. tablazat. A dAMLPA D007-X2-0516 szondakeverék altal lefedett gének

Kromoszoma Gén: exonok Validaciohoz hasznalt

régio ’ MLPA kit

1p33 TALI*;1,3,5,6 P383-A2

1p33 STIL*:1,2,6,12 P383-A2

2q34 IKZF2;2,5,9 P202-B2

3ql3.2 CD200; 3,4,6 -

3ql3.2 BTLA; 1,2,5 -

3q26.32 TBLIXRI; upstream, 1, 2, 7, 15 -

4925 LEFI; 1,3,4,7,12 P383-A2

4q31.23 NR3C2;2,4,9 -

5q31.3 NR3CI; upstream, 1, 2, 5, 8 -

5932 PDGFRB; 9,10, 11, 12 -

5q33.3 EBFI; 8,10, 14, 15, 16 P335-A4, P335-B2

6ql5 CASP8AP2; 1,2,6,10 P383-A2

6q23.3 MYB; 2,6, 16 P383-A2

Tpl12.2 IKZF1; upstream, 1, 2, 3,4, 5, 6, P202-A1, P202-B2, P335-
7, 8 és alternativ exon 1 A4, P335-B2

7q36.1 EZH2; 2,15, 20 P383-A2

9p21.3 MLLT3; 2,5,7 P383-A2

9p21.3 CDKN2A; upstream, 1, 2 és P202-A1, P202-B2, P335-
alternativ exon 3 és exon 4 A4, P335-B2, P383-A2

9p21.3 CDKN2B; 1,2 P202-A1, P202-B2, P335-

A4, P335-B2, P383-A2
9pl13.2 PAX5;1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 P202-A1, P335-A4, P335-
B2

9q34.12 ABLI**;2, 3,11 P383-A2

9q34.13 NUP214; 2,23, 29 P383-A2

9q34.3 NOTCHI; 2, 14, 25, 26, 28, 31 -

10g23.31 PTEN; 1,2,3,4,5,6,7,8,9 -

11pl5.4 LMOI; 1,2,4 P383-A2

11p13 LMO2; 1,5,6 P383-A2

11p13 CD44, 18 P383-A2

11p13 SLCIA2; 11 P383-A2

11pl2 RAG2; 1,2 P383-A2

12p13.2 ETV6**:1,2,3,4,5,6,7,8 P335-A4, P335-B2

12g21.33 BTGI; 1, 2, downstream P335-A4, P335-B2

13q14.2 RBI; 5,14,19, 24, 26 P335-A4, P335-B2

14q32.33 IGHM; 1,4 -

17p13.1 TP53;1,2,3,4,5,6,7,8,10, 11 -

17q11.2 NF1; 12,26, 58 P383-A2

17q11.2 SUZi2; 17,10, 15 P383-A2

17q12 IKZF3,;4,5,7 P202-B2

18p11.21 PTPN2;1,2,3,8 P383-A2

21ql11.2 HSPAI3; 4 -
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4. tablazat folytatasa.

Kromoszoma Gén; exonok Validaciohoz hasznalt

régio MLPA kit

21ql11.2 SAMSNI; 6 -

21q21.1 MIR99A4; NA -

21q21.1 BTG3; 5 -

21q21.1 TMPRSS15; 13 -

21q21.1 NCAM?2; 5 -

21921.2 MIRI155; NA -

21921.3 ADAMTSS; 4 -

21921.3 APP; 3 -

21921.3 CYYRI; NA -

21921.3 BACHI; 3 -

21g22.11 TIAM1, 23 -

21g22.11 OLIG2; NA -

21g22.11 KCNE?2; 2 -

21922.12 RUNXI1**;2,4,6,7,8,9 -

21922.13 SIM2; 10 -

21922.13 HLCS; 7 -

21922.13 DYRKIA; NA -

21922.13 KCNJ6; 3 -

21q22.2 ERG; 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, -
11,12

21q22.2 ETS2; 9 -

21q22.2 PSMGI; 6 -

21q22.3 TMPRSS2; 4 -

21q22.3 RIPK4; 3 -

21q22.3 TFFI; 2 -

21q22.3 ITGB2; 5 -

21q22.3 SLCI1941; 6 -

21q22.3 COL6A2; NA -

21q22.3 PRMT2; 4 -

22q11.22 VPREBI; 2 -

22q11.23 IGLLI; 1 -

Xp22.33 SHOX; 5, downstream P335-A4, P335-B2

Xp22.33 CRLF2;1,2,3,4,5,6 P335-A4, P335-B2

Xp22.33 CSF2RA; 1,2,3,4,5,6,7,8,9, P335-A4, P335-B2
10, 11, 13, 14,15, 16

Xp22.33 IL3RA; 1,2,3,6,7,8,9,12 P335-A4, P335-B2

Xp22.33 P2RYS; upstream, 1, 2 P335-B2

Xq26.2 PHF6;1,3,7,10 P383-A2

* STIL-TAL1 génfuzid jelenlétét a rutin diagnosztikaban is hasznalt PCR reakcioval
validaltuk.

**CNA-k jelenlétét a rutin diagnosztikaban alkalmazott ETV6/RUNXI és BCR/ABLI
fuzio specifikus iFISH szondéakkal validaltuk.
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3.4. Kiegészito vizsgalatok

3.4.1. iFISH reakciok
Az iFISH reakciokat a szondak gyartoi utasitdsainak megfelelden hajtottuk végre.

Minden esetben 200 sejtmag jelmintazatat elemeztiik két fliggetlen szakért6 bevonéasaval.

3.4.1.1. CLL-ben alkalmazott iFISH szondak

Az iFISH vizsgalatok soran az alabbi szondakat alkalmaztuk: Vysis lokusz
specifikus azonosité (LSI) ATM SpectrumOrange/kromoszéma enumeracios proba
(CEP) 11 SpectrumGreen, Vysis TP53 SpectrumOrange/CEP 17 SpectrumGreen, Vysis
D13S319 SpectrumOrange/13q34  SpectrumGreen, Vysis CEP 12 (D12Z3)
SpectrumGreen, Vysis LSI MYC SpectrumOrange/SpectrumGreen, Vysis ALK
SpectrumOrange/SpectrumGreen (4Abbott Molecular, Lake Bluff, Illinois), valamint
CDK4 SpectrumOrange/CEP 12 (D12Z3) SpectrumGreen (Leica Biosystems, Newcastle,
Egyesiilt Kirdlysdg). A mintanként 200 interfazisban 1évo sejt iFISH mintazatanak
elemzéséhez Nikon Eclipse E600 epifluoreszcens mikroszkopot €s Lucia Citogenetics

(Laboratory Imaging, Prdaga, Csehorszag) iIFISH képanalizal6 szoftvert hasznaltunk.

3.4.1.2. MM-ben alkalmazott iFISH szondak

A dMLPA-val vizsgalt DNS lokuszok egy részének in situ jelolésével
vizualizaltuk a 13-as kromoszéma eltéréseit (LSI D13S319 SO/13q34 SG), a TP53 gén
delécigjat (LSI TP53 SO/CEP17 SG), az 5-0s kromoszéma abnormalitasait (LSI D5S23
SG/EGR1 5q31 SO), az IGH lokusz aberracioit (LSI IGH dual color break apart) és
utobbi érintettsége esetén az MM-ben leggyakrabban megjelend /GH transzlokaciot (LSI
IGH/FGFR3 DC DF, LSI IGH/CCNDI1 XT DC DF és LSI IGH/MAF DC DF)(Vysis,
Downers Grove, lllinois). A mintazatok értékeléséhez Zeiss AxioplanZie MOT
(Metasystems, Altlussheim, Nemetorszag) és Zeiss Axiolmager Al (Carl Zeiss Technika
Kft, Budapest, Magyarorszag) mikroszkdép rendszereket alkalmaztunk. Az iFISH
jelmintazatokat az Eurdpia Myeloma Hal6zat ajanlasanak megfelelden értékeltiik (133).
Az 1p hiany és 1q tobblet sejtalapu detektalasara az 1p32, 1p21 és 1qg21 régidkra

specifikus mesterséges bakterialis kromoszoma (BAC) klénokat alkalmaztunk (95).
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3.4.2. Piroszekvenalas

crer

crer

kovetden a biotinilalt PCR termékeket Streptavidinnal bevont Sepharpse High
Performance bead-ekhez immobilizaltuk. Vakum munkadllomason torténd bead
capture-t és tobblépcsds mosast kdvetden, denaturalas altal piroszekvenalasra alkalmas
egyszali DNS-t allitottunk el6. A szekvenalas reverz irdnyba tortént, igy a normal
mintakban CAC vad-tipusu szekvenciat, V60OE mutans esetekben pedig CTC genotipust
detektaltunk. Az eredményeket PyroMark Q24 szoftverrel értékeltiik.

3.4.3. Digitalis droplet PCR

A BRAF V600E mutaci6 jelenlétét a piroszekvenalas érzékenységét meghalado,
digitalis droplet PCR (ddPCR) modszerrel is vizsgaltuk. A reakciohoz 50 ng DNS-t és
kereskedelmi forgalomban 1évé BRAF assay-ket hasznaltunk a vad tipusu
(dHsaCP2000028) ¢és mutans (dHsaCP2000027) target-ek kimutatdsara a gyartd
eléirasainak megfelelden. A reakcioterekként szolgald dropleteket QX200 Droplet
Generator rendszerrel hoztuk 1étre, az egyedi DNS molekulakat QX200 Droplet Digital
PCR rendszerrel analizaltuk (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia), az
eredményeket QuantaSoft 1.7.4.0917-as verzioju (Bio-Rad Laboratories) szoftverrel
értékeltik.

3.4.4. IGH génatrendezodés vizsgalata ALL-ben

Gyermekkori B-ALL-ben szenvedd betegekben a diagnozis és relapszuskori
mintaparokon az /GH gén VDJ szegmenseinek célzott amplikon szekvenalasat végeztiik
el. Az NGS konyvtarakat LymphoTrack IGH FRI1/2/3 assay (Invivoscribe, San Diego,
Kalifornia) segitségével hoztuk 1étre a gyartd utasitdsainak megfeleléen.

A reakcid soran az IGH gén VDJ régidinak konzervalt szakaszaihoz k&todo
primerekkel multiplex polimerdz lancreakciot végeztiink 50-100 ng genomikus DNS-en.
A mintak elérhetéségének, ¢és az egyes barcode-ok kombinaldsi lehetéségeinek
fiiggvényében framework region 1 (FR1) és/vagy FR2 primereket hasznaltunk fiiggetlen
magneses bead-ekkel (Beckman Coulter, Brea, Kalifornia) vald tisztitast kovetden a

konyvtarakat normalizéltuk és pooloztuk, majd Illumina MiSeq Nano v2 flow cellen 250
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bazisparos pair-end konfiguracioval megszekvenaltuk. A FASTQ file-okat LymphoTrack
szoftverrel (Invivoscribe) elemeztiik, melynek sordn meghataroztuk az egyes mintakban
mutatkozé klonotipusokat, és azokat el6fordulasi gyakorisaguk alapjan rangsoroltuk. A
gyart6 utasitasainak megfelelden csak a teljes read szamhoz képest >2.5% vagy >5%-0s
eredményeket tekintettiik klonotipusnak, amennyiben a teljes lefedettség meghaladta a
20.000-et, illetve a 10.000-et. Tovabba, minden klonotipus szekvenciat manudlisan is
elemeztiink és értékeltink az ImMunoGeneTics V-Quest (www.imgt.org) online

adatbazis segitségével.

3.5. Statisztikai analizis

A dMLPA, iFISH és konvencionalis MLPA adatok kozotti kongruenciat Fischer-
féle egzakt teszttel vizsgaltuk.

A B-ALL-ben szenvedd betegek mintadiban FR1 &s FR2 assay-k altal azonositott
IGH-klonotipusok eldéfordulasa kozotti korrelaciot a Pearson korrelacios koefficienssel
hataroztuk meg.

Az eseménymentes tulélést (EFS) B-ALL-ben szenvedd betegekben a kezelés
kezdetétodl a relapszusig, masodik malignitasig vagy betegséghez kothetd halalig terjed6
id6intervallumként definidltuk. A talélési aranyokat Kaplan-Meier modszerrel becsiiltiik
¢s log-rank teszttel hasonlitottuk dssze. A statisztikai analiziseket SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois) és R version 3.5.3 (R Foundation for Statistical Computing, Bécs,

Ausztria) szoftverek segitségével végeztiik el.

3.6. Etikai vonatkozasok

Kutatasaink sordn mindenben a hatdlyos jogszabalyok szerint jartunk el, a
Semmelweis Egyetem, Regionalis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag
(TUKEB 155/2012); Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs, Tudomanyos ¢és Kutatasetikai
Bizottsag (ETT-TUKEB: 14383-2/2017/EKU és 45371-2/2016/EKU) engedélyeinek

birtokaban, a Helsinki Deklaracioban foglaltaknak megfelelden.
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4. Eredmények

4.1. MLPA alkalmazasa CLL-ben

A 18 CLL-ben szenvedd, célzott terapidban nem részesiilé betegben
konvencionalis MLPA vizsgalattal Osszesen 59 aberraciét mutattunk ki. A rutin
diagnosztikus kortiilmények kozott is vizsgalt 11q hianyon (n=7), 12-es triszomian (n=2),
13q delécion (n=12) és 17p hidnyon (n=7) felil c-MYC (n=6) és ALK (n=3) tobbletet,
illetve egy részleges 12p tobbletet, valamint 21 tovabbi CNA-t azonositottunk 7 érintett
kromoszéman. A leggyakoribb eltérések a 2p, 8p, 6q, 10q, 12p, 14q és 19p kromoszdéma-

régiok tobbletei, valamint a 9p és 14q kromoszoma-régiok hianyai voltak 5. abra.

4.1.1. Kopiaszam eltérések MLPA-val és iFISH-sel

A mintak iFISH analizise soran sikeresen validaltunk 38, konvencionalis MLPA-
val azonositott eltérést, beleértve 11q hianyt, 12-es kromoszoma triszémiat, 13q hianyt,
17p hianyt, valamint ALK, c-MYC és CDK4 gén tobbleteket. Az iFISH vizsgalat tovabbi
11q hiany (n=1), 13q hiany (n=2) és 17p hiany (n=1) jelenlétére utal6 jelmintazatokat
azonositott harom betegben negativ MLPA eredmény mellett. Ezekben az esetekben az
aberraciot hordozé tumorsejtek sejtek aranya 20% alattinak bizonyult, ami nem éri el a
konvencionalis MLPA érzékenységi szintjét. Tovabbi huszonnégy, konvencionalis
MLPA vizsgalattal azonositott aberracidé megerdsitésére megfelelé iFISH szonda
hianydban nem keriilt sor. Az iFISH ¢és konvenciondlis MLPA eredmények
Osszehasonlitdsat az 5. és 6. abrdk szemléltetik. A két moddszerrel egyiittesen 63
aberraciot detektaltunk a 18 betegben, atlagosan 3,5 aberracidt megfigyelve betegenként.
Tizenhdrom betegben észleltiink legalabb 3 kromoszomat érintd kopiaszam eltérést,
melyhez hasonld komplexitast kizdrélag konvencionalis MLPA modszert hasznéalva 11,
mig iFISH vizsgalattal csupan 2 betegben tudtunk volna azonositani, ezzel jelentdsen

alabecsiilve ezen eltérés gyakorisagat az altalunk vizsgalt betegpopulacioban.
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tobbletet-amplifikaciot, a
kék deléciot jelol, fehér cella
esetén az adott régidban nem
volt MLPA-val kimutathato
kopiaszam eltérés. A ,,G”

(gain) iFISH-sel kimutatott

tobbletet, a ,D” deléciot
jelol, N jelolés esetén

pedig  normalis  iFISH

mintazatot azonositottunk. A
12-es kromoszoma esetében
az iIFISH és MLPA szondak
cél régidi nem fedtek at, ezért

az 1FISH eredményeket

kiilon sorban jeloltiik.

Jelmagyarazat:

N negativ FISH mintazat

G tobblet FISH alapjan

D delécio FISH alapjan
normalis MLPA profil
tobblet MLPA alapjan
deléci6 MLPA alapjan




MLPA FISH
n=59 n=42

gain(6q) del(11q)
n=3 n=1

gain(8p) F16 CEP11/ATM 8%
n=3

2GIR
del(9p)
2 del(13q)
n=2
gain(10q) FIT3q34/13g14 18% 2GIR
n=2

#12 13g34/13g14 6% 2GIR
gain(12p)
=2 del(17p)
n=1
del(14q) FACEP17/17p 9% 2GIR

n=5

gain(2p)
n=3
gain(8q
n=6
del(11q)
n=7 n=2
gain(12p)
n=1
del(13q)
n=12
del(17p)
n=7

n=38

E

6. abra. iFISH és MLPA technikakkal kimutatott eltérések 6sszehasonlitasa CLL-
ben

A két moddszerrel egyiitt 0sszesen 63 aberraciot azonositottunk. MLPA vizsgélat 59
kopiaszam eltérést fedett fel, amibol 21 esetében iFISH validacié nem tortént megfeleld
szonda hianydban. iFISH vizsgalattal 42 eltérést azonositottunk, ebbdl 38 esetben
konvencionalis MLPA-val is kimutatott eltérést validaltunk, 4 esetben viszont az iFISH
MLPA-val nem észlelt kromoszoéma eltérést azonositott. Ezen eltérések mintaban vald

aranya <20% volt, igy az MLPA érzékenységi kiiszobét nem érte el.
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4.1.2. Kopiaszam valtozasok ibrutinib kezelés hatasara

Az ibrutinib terapia hatdsara megjelend klonalis evolucios valtozasokat 5 kezelt
beteg mintaparjain vizsgaltuk SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverékkel. Az elso
minta minden betegnél az ibrutinib kezelés megkezdése elotti idopontbol szarmazott, a
masodik minta 3 betegnél (#20, #22, #23) a kezelés 12., egy-egy betegnél pedig a 8. (#21)
¢s 3. havaban (#19) keriilt levételre. A 19-es beteg esetében a kezelés megkezdése elott
csupan 8q tobblet €s 9p hiany volt kimutathatd, mig a kezelés harmadik honapjara a
korabbi eltérések mellett 2p tobblet, 6q hidny, 8p hiany, 13q hidny és 17p hiany is
kimutathatéva valt (7. abra). A 20-as €s 22-es betegekben a kezelés megkezdésekor nem
volt MLPA-val kimutathatd aberracio, €s ez az allapot mindkét esetben megmaradt egy
éves kezelést kovetden is. A 21-es beteg az ibrutinib kezelés eldtt nem hordozott MLPA-
val kimutathaté aberraciot, a 8. havi mintdban azonban 13q hidnyt és 17p hianyt
detektaltunk. A 23-as beteg esetében diagndziskor 11q hidny és 13q hiany volt

kimutathat6, a 12. havi mintaban viszont nem mutatkozott aberracié (7. abra).
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1. beteg. - kezelés el6tti és alatti (3. havi) minta

14

1,2

by —
08
0,6
04

relativ kopiaszim

02

del(9p)

14

12

1 H

08
0,6
304
0.2 -

itiv kopiaszim

2. beteg. - kezelés elétti és alatti (12. havi) minta

14

del(13q)

del(9p)

del(17p)

12 =

relativ kopiaszim
oo
P

e
S

02

relativ k
=]
-

3. beteg. - kezelés eldtti és alatti (8. havi) minta

14

f12

relativ kopi

1 | I
08
06
04 ﬂ
02

14

"12

<08 |
F06
Eoa4

0.2

4. beteg. - kezelés elétti és alatti (12. havi) minta

14

12

1 —
08
0,6
04
02

relativ kopiaszim

14

12

relativ kopiaszim
=

-t

relativ kopiaszam
|

eSLee
N e ®

del(11q)

relativ kopiaszam
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7. dbra. Ibrutinib
terapiaban részesiilo

CLL-es betegek kezelés

elotti és kezelés soran vett

mintaparjainak
kopiaszam eltérései
MLPA-val.

A fels6 profil minden

esetben a kezelés elotti
minta, az alsé a kezelés

sordan vett minta MLPA

profiljat  abrazolja. A
mintakat SALSA MLPA
P037  CLL-1 szonda

keverékkel vizsgaltuk. Az
x-tengelyeken a vizsgalt
régidkat, az y tengelyen
azok relativ kopiaszamat
tintettik fel. Az egyes
lokuszok esetében akkor
hataroztunk meg tdobbletet,
ha a relativ kdpiaszam 1,2
felettinek mutatkozott, a

delécio jelenlétét 0,8 alatti

koépiaszamhoz kotottik. A

képiaszam tobbletekre
utalod eredményeket
vorossel, a  delécidkra

utalokat kékkel jeloltiik.



4.1.3. Klonalis evolucio ibrutinib rezisztencia soran

Az ibrutinibbel kezelt, &m klinikai progresszé jeleit nem mutatd betegek mellett
vizsgaltuk egy magas rizikoju, tobbvonalbeli kemoimmunoterdpias kezelésen atesett
CLL-es beteg ibrutinib kezelését kovetd relapszusakor vett periférids vér és nyirokcsomod
mintait. A megnagyobbodott, szovettani vizsgélat alapjan Richter transzformacion atesett
tumorsejteket tartalmazé nyirokcsomoébdl izolalt DNS minta konvencionalis MLPA
vizsgalata soran 6q hianyt, 8q tobbletet és 13q hidnyt mutattunk ki, mig a periférias
vérben keringd CLL-sejtek vizsgalata sordan csupan a 13q hianyt detektaltuk (8. dbra).
Ezek az eredmények alatdmasztottadk azon, egyéb molekuldris genetikai vizsgalatok
eredményeire alapozott feltételezésiinket, mely szerint a vizsgalt beteg terapia
rezisztenciagja és kovetkezményes relapszusa a daganatsejtek komplex, térbeli
heterogenitason alapuld konvergens evolicidja nyoman alakult.

CLL

’o 6 8p 8q 9pliqi2p 12q 13q 17p

S

MLPA szondék

. C e
g';h:l:u’gl_ @’C@)(Q.) @%% DLBCL, Richter transzformaci6
Stadium: RAI 11 &AL) \®@ -
FCM: 90% CD38+ \
iFISH: del(13q) \ 6q 8p 8q 9p11ql2p 12g 13q 17p
IGHV1-69: \ A

[T

relativ kopiaszim
=]
%

\\x\
VY,

o
=]

U/100% :J\
TP53 vad tipus 1~ Ee
it
212
g
2
S 08
g
204
] 0,0
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8. dbra. CLL ibrutinib kezelése alatt kialakulo terapia rezisztencia tér és idobeli
vonatkozasainak vizsgalata konvencionalis MLPA-val

Magas rizikoju, ibrutinib kezelés mellett progredialé beteg parhuzamos periférias vér és
nyirokcsomé mintdinak konvencionalis MLPA profilja. A kopiaszam tobbletekre utald
eredményeket vorossel, a deléciokra utalokat kékkel jeldltiik.

RFC: rituximab, fludarabin, ciklofoszfamid; RCVP: rituximab, -ciklofoszfamid;

vinkrisztin, prednizolon; RB: rituximab, bendamutin;
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4.2. MM kopiaszam eltéréseinek vizsgalata dMLPA-val

dMLPA moddszerrel minden betegmintdban 371 genomikus lokusz relativ
kopiaszamat vizsgaltuk. Két szonda esetében a negativ kontroll mintdban mért relativ
megbizhatdsagi hatarértéket, igy ezeket a szonddkat a tovabbi analizisbdl kizartuk. A
laboratériumi munkafolyamatot kevesebb, mint 24 o6ra alatt végeztiik el, beleértve a
dMLPA szondék ¢jszakan at tartd hibridizacigjat, és az elkésziilt konyvtarak Illumina
MiSeq késziilékbe valo beltoltését is. Standard v3-as flow cell-t alkalmazva, a 115
bazispar hosszan elvégzett single-read futas korilbelill 9,5 orat vett igénybe, és

szondanként 1169+184 read-et eredményezett.

4.2.1. Numerikus kromoszéoma eltérések detektalasa

Vizsgalatunk sordn dMLPA-val 0Osszesen 210 teljes kromoszomat érintd
aberraciot detektaltunk 47 betegben (84%), melyb6l 65 hidnynak, 145 tobbletnek
mutatkozott. Leggyakoribb eltérés a 13-as kromoszoéma monoszomidja volt, mely az
esetek tobbségében a nem HD esetekben fordult eld. A triszomidk dontd tobbsége (94%)
a husz HD kariotipusu betegben volt megfigyelhetd. Ezen esetekben a paratlan szadmu
kromoszémak addiciondlis kopidi mutatkoztak (9. abra), leggyakrabban a 3-as és 9-es
kromoszomak triszomiai fordultak eld, melyeket csokkend gyakorisaggal kovettek a 11-

es, 19-es, 15-0s, 5-0s, 7-es és 21-es kromoszémak tobbletei (/0. dbra).
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9. dabra. Hiperdiploid dMLPA profil egy MM-ben szenvedé beteg demonstrativ
mintajan

A digitalis MLPA a 3-as, 5-0s, 7-es, 9-es, 11-es, 15-0s, 19-es és 21-es kromoszémak
tobbletét mutatta ki. A paratlan szdmu kromoszoémak triszomiai jellemzéek a hiperdiploid
kariotipust hordoz6 MM-es betegekre. A vizsgalt, 15-0s sorszamu betegben a

triszomiakon kiviil 1p hidny, 1q tobblet és 18q tobbletet is detektaltunk.
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10. dabra. Szambeli kromoszomaaberraciok dMLPA-val megfigyelt gyakorisaga
MM-ben

A teljes kromoszoma hidnyok és tobbletek kimutatasat a digitalis MLPA szondakeverék
referencia szondai segitették, melyek lefedték minden kromoszdéma centromer és telomer
kozeli régioit, valamint a kromoszdma karok kozépso tartomanyat. A 13-as kromoszéma
monoszoémidjan tul az eloszlast a paratlan kromoszomak triszomiai dominaltak, mely

jelenség az MM HD szubtipusanak kifejezett jellemzoje.

4.2.2. Szubkromoszomalis kopiaszam eltérések

A dMLPA 246 szubkromoszdémalis CNA-t azonositott (5. tablazat). Az 1q tobblet
volt a leggyakrabban megfigyelt eltérés, melyet csokkend sorrendben az 1p hiany, 8p
hiany, 16q hiany, 12p hiany, 14q hiany, 8q tobblet, Xq tobblet, 13q hiany, 6q hiany, 14q
tobblet, 17p hiany, 20p hiany, 22q hidny, 5q hidny, 6p tobblet és 9q tobblet kdvettek (/1.
abra). Esetenként atlagosan 4,4 CNA mutatkozott (tartomany: 0-13), mely atlag a
hiperdiploid alcsoportban 3,7, a nem HD csoportban 4,8 volt. A dMLPA 53/56 (95%)
esetben azonositott legalabb egy szubkromoszomalis CNA-t: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
12,ill. 13 aberraci6 9,7,7,4,8,6,4,1, 1,4, 1,1ll. 1 esetben volt azonosithato (5. tablazat)
Tiz betegben biallélikus delécidk voltak megfigyelhetok, melyek a CDKN2C, FAFI,
BIRC3, TRAF3, CYLD és TP53 géneket érintették 2, 1, 2, 3, 2 és 1 esetben (6. tabldazat).
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5. tablazat. Digitalis MLPA, MLPA és iFISH moddszerekkel detektalt genetikai aberraciok a vizsgalt MM-ben szenvedd betegekben

) ) IGH 1p hiany / 1q 12p 16q .
Beteg Nem yp | Triszomisk HD | transzlokacié | tobblet hidny AL3 higny | /P hiany
0
7 esetekben F F M dM|M dM| F M dM| M dM| F M dM
IGH/FGFR3-
1 N 70 - MMSET -+ -+ A - + + + + - - - - -
» N 35 i ismeretlen n g _ i " N " _ i i i i
partner
3 N 56 i ismeretlen n g i i i i i ) i i ) i
partner
4 N 80 - negativ +- - - - + + + + = = = - =
5 N 35 - IGH/MAF +4+ A+ A+ - = + + + - - - - -
6 F 33 + 5,7,15,19 negativ S S S S = = + + + - - - - -
IGH/FGFR3-
7 N 35 - MMSET = o= o= + + + + + - - - - +
8 N 38 +  3,57.9,11,15,19,21 negativ == A= A= - - - - - - - - - -
9 N 45 = IGH/CCND!l -+ -+ -+ - - + + + - - - - -
10 F 56 - IGH/CCND1  -/- == o= - = + - = - - - - -
11 N 43  + 7,15,19 negativ -+ A A = = + + + - - - - -
12 F 40 - negativ S A = S & S - + + + = = = - =
IGH/FGFR3-
13 N 35 - MMSET -+ A4 -4+ - = + + + - - + - -
14 F 59 i ismeretlen e _ i " N " N N i i i
partner
15 F 64 + 3,5,7,9,11,15,19,21 negativ ++ A+ A+ - - - - - - - - - -
16 F 68 - negativ S A = S & S + + + + + + + + +
17 N 53 - IGH/MAF +4+ A+ A+ - = + + + + + - - -
18 F 28 +  3,5,7,9,11,15,19,21 negativ == == == - - - - - - - - - -
19 F 60 - IGH/CCNDI  -/+ -+ -]+ - - - - - - - - - -
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5. tablazat folytatadsa.

IGH

1p hiany / 1q

12p

16q

Beteg Nem CC|pgp| Triszémidk HD | transzlokacié tobblet hisny AL3 hisny 17p hiany
0
% esetekben F F M dM|M dM| F M dM| M dM| F M dM
IGH/FGFR3-
20 F 65 - MMSET -+ -+ -+ = = + + + - - - - -
21 N 45 - negativ ST + + + + - - + = =
22 N 29  + 9,11,18,19 negativ ++  +H+ 4+ - = + + + + + - - -
IGH/FGFR3-
23 F 41 - MMSET -f- /- /- + + + + + + + +  + o+
24 N 21 + 3,7,9,11,14,17,19 negativ -- - /- - - - - - - - - - -
IGH/FGFR3-
2 N 25 - MMSET -+ -+ -t - + + + - - -+ -
26 F 58 + 3,5,7,9,11,15,19,21 negativ -/- -f- /- - - 4 + + - - - - -
27 N 39 - IGH/CCNDI /- - - - - 4+ 4+ 4+ - - . o .
28 F 78 - negativ ++  H+ A+ + + - - - - - -
29 F 71  + 3,5,6,9,11,17,19,20 negativ -~ /- /- - - - - - - - - - -
30 F 28 + 3,5,9,11,15,17,19 negativ -+ -+ -+ - = - - - - - - - -
31 F 52 - IGH/CCND! -+ -+ -+ = = + + + - - - - -
32 F 57 + 3,5,7,8,9,11,15,19,20,21 negativ -+ A+ A+ = = = = = + + - - -
33 N 46 - IGH/CCNDI -+ -1+ -+ - - + + - - ..
34 N 4 - negativ +-  +H+ - - - - - - - - - -
IGH/FGFR3-
35 F 31 - MMSET /- -~ /- + + + + + - - - - -
36 N 56 - negativ ++ A+ - - + + + + o - - -
37 N 29 - negativ ++  +H+ 4+ - - - - - - - - - -
38 N 82 - IGH/MAF ++  ++ +H+ - = + + + - - - - -
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5. tablazat folytatdsa.

IGH

1p hiany / 1q

Beteg Nem °C |pgp| 1riszomidk HD | granszlokicié tobblet hidny A3 hisny | /P hiany
0
% esetekben F F M dM|M dM| F M dM| M dM| F M dM

39 N 55 - IGH/CCNDI  -/- /-  -/- - = = = = + + +  + o+

40 F 43 - IGH/MAF ++  +H+ +HH+ - = + + - + - - -

41 F 26 + 3,4,5,7,9,11,15,18,19 negativ -/- -/- -/- - - - - - - - - - -

42 F 32 +  23,579,11,15,19,20,X negativ -/- -/- -/- - - - - - - - S S

43 F 59 + 3,5,7,9,15 negativ -+ -+ -+t + + + + + + = - =

4 F 34 + 3,11,15,17,18,19 negativ = A= A= + = + + + + - - -

45 N 89 - IGH/CCNDI  -/- o= o= = = + + + - - - - -

46 F 31 - IGH/CCND1 +/- +/- +/- - - - - - - - - - -

47 N 70 - negativ +H+  HH+ A+ - - + + + + + = - =

48 F 7 i ismeretlen e " i _ i _ i i i i
partner

49 N 46 + 3,5,79,11,15,17,19 negativ -/- -/- -/- - - = = = - + = - =

50 F 68 + 3,4,5,9,15,19 negativ S+ -+ -+ + 4 - - - 4 4 - - -

IGH/FGFR3-

51 N 42 - MMSET +/- 4/ /- - - + + + - - - - -

52 NS5+ 3579111521 smereflen 4+ o+ o+ o+ o+ - - oo
partner

53 F 7 i 1smeretlen T T i i i i i ) i i ) i
partner

54 N 79 - IGH/CCND1 -/+ -+ -+ - = + + + - - - - -

55 N 39 + 3,9,11,18,22 negativ -f- - /- - - + + + - - - - -

56 N 33 + 39,11,15,19 negativ -+ -+ -/t - - F - - - - - - -
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5. tablazat folytatdsa.

Tovabbi eltérések

Beteg r M dM
1 -X, 6q hiany, 8p vesztés, 8q nyerés
2 14q nyerés
3
4 16q nyerés -X, 14q nyerés, 18p vesztés
5 -14
6 8p vesztés, 9q nyerés, 14q nyerés, 20p vesztés, 22q vesztés, Xq nyerés
7 -5 5q vesztés -5
8
9 -X, +4,+9, -10
10 14q nyerés
11 -X, 8p vesztés, 10q vesztés, 14q vesztés, 20p vesztés
12 +3,-14,-Y
13 +9, 11p nyerés, 20p vesztés
14  5qnyerés (20%) 2q vesztés, 20q vesztés
15 18q nyerés
16 5q nyerés 5q nyerés 3p veszteés, 5q nyerés, -14, 17q vesztés, -Y
17 -X, Xq nyerés, 2q vesztes, 8p vesztés, 9q nyeres, -14, 18p vesztés, 18p nyerés, 20q
vesztés
18
19 6q vesztés, 12q vesztés




19

5. tablazat folytatdsa.

Tovabbi eltérések

Beteg r M dM
20 8q nyerés, 18q nyer¢s, 22q vesztés
21 -X, 3p nyerés, 4p vesztés, 10p vesztés, 14q vesztés, -22
22 3p nyerés, 14q vesztés, 20p vesztés
23 5q nyerés 5q nyerés Sp nyerés, 5q nyerés, 6q nyeres, 7q nyerés, 8p vesztes, 14q vesztés, 20p vesztés, -22
24
25 +3, 6q nyerés, 11q vesztés
26 8p vesztés, 8q nyerés, 12p nyerés, 12q vesztes, 17q vesztés, 17q nyerés
27 16q nyerés 6q vesztés, 8q nyeres, 16q nyerés
28 3q nyerés, 4q vesztés, 6p nyerés, 8p vesztés, 8q nyerées, 9q nyerés, 14q veszteés, 19p
nyerés, 20q vesztés, 20q nyeres, +21, -22
29 Xq nyerés, 17p vesztés (TP53 nem €rintett)
30
31
32 Xq nyerés
33 -X, 6p nyerés, 14q vesztés, 14q nyerés
34 11q nyerés, 12p nyerés, 14q nyerés
35 -Y, 11q vesztés, 22q vesztés
36 -X, 1q vesztés, 3p nyerés, -4, 10p vesztés, 10q vesztés, +11, 11p vesztés, 13q nyerés, 16p
vesztés, 16p nyerés, -22
37 4p vesztés, 6p nyerés, 6q nyerés, 8p vesztés
38 3p vesztés, -4, 14q vesztés, +17, 18p nyerés, 18q nyerés, +21
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5. tablazat folytatdsa.

Tovabbi eltérések

Beteg iFISH MLPA dMLPA
39 5q nyerés -X, Xq nyerés, 4q vesztés, 5q nyerés, 8p vesztes, 8q nyerés, 11q nyerés, 14q nyerés
40 -4, 14q vesztés
41 X(q nyerés
42 18q nyerés
43 Xq nyer¢s, -4, 8p vesztés, 8q vesztés, 19p nyerés
44 -X, Xq nyerés, -Y, 4p vesztés, 4q vesztés, 6q nyerés, 8p vesztés, 14q vesztés, 16p vesztés
45 -X
46 Y
47 -6, 9p vesztés, 9q vesztés, 11q nyerés
48 Xq nyer¢s, 8q nyerés, 9q nyeres, 10p vesztés, 11q vesztés, 18p vesztés, 22q vesztés
49 8p vesztés, 8q nyerés
50 6q nyerés, 8q nyerés
51 -X, 3p nyerés, 8p vesztés, -14, 14q vesztés, -21, 22q vesztés
52 -X, 8p vesztés, 14q vesztés, 19p nyerés, 20p vesztés
53 Xq nyerés, 6q vesztés, 7q nyeres, 8q nyerés, 14q nyerés
54 14q vesztés
55 -X
56 6p nyerés, 6q vesztés, 8q nyerés, 17q nyerés

PC: plazma sejt; HD: hiperdiploid; F: interfazis fluoreszcencia in situ hibridizacié; M: multiplex ligacio-fiiggd szonda amplifikacio; dM:
digitalis multiplex ligacio-fiiggd szonda amplifikacio; /GH: immunoglobulin nehézlanc gén, FGFR3: fibroblast growth factor receptor 3;
MMSET: multiple myeloma SET domain; MAF: v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog; CCND/: Cyclin D1
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11. abra. IMLPA, MLPA és iFISH moédszerekkel detektalt, visszatéro aberraciok MM-ben

Leggyakoribb észlelt eltérés a 13-as kromoszdma delécidja volt, melyet két esetben egyediil iIFISH

vizsgalat mutatott ki, a fennmarad6 betegek esetében a dMLPA, MLPA ¢és iFISH modszerek

kongruens eredményt mutattak.

Jelmagyarazat:

[ ]iFisn

MLPA
MLPA+dMLPA

[ FiYisoN
[]iFISH+MLPA+dMLPA
Il iF1sH-el detektalt transzlokacio



6. tablazat. Digitalis MLPA modszerrel kimutatott biallélikus deléciok MM-ben

Beteg sorszam Kromoszoma kar Erintett gének
21 Ip CDKN2C
47 Ip FAF1, CDKN2C
25 11q BIRC3
35 11q BIRC3
23 14q TRAF3
40 14q TRAF3
51 14q TRAF3
32 16q CYLD
50 16q CYLD
16 17p TP53

4.2.3. Az 1-es kromoszoma kopiaszam eltéréseinek részletes feltérképezése

Az alkalmazott D006 dMLPA szondakeverék az 1-es kromoszoman 44 kiilonb6z6
genomikus lokuszt fed le, 19 szonda a rovid, 25 a hosszl kar eltérd régidit. Ebbdl adodoan
lehetdséglink volt részletesen vizsgalni az 1-es kromoszomat érintd kopiaszam eltérések
kiterjedését, lokalizaciojat és allélaranyat. Osszesen 38 mintdban mutattunk ki 1-es
kromoszomat érintd eltéréseket, 1p hiany 20, 1q tobblet 33 esetben fordult eld. Mind a
két kart érintd aberraciokat 15 esetben azonositottunk. A szondak egy része 15 esetben
csak a rovid, 7 esetben pedig csak a hosszu karon mutatott ki aberraciot. A fennmaradéd
esetekben a karon minden szonda érintett volt, beleértve a pericentromerikus ¢és
telomerikus elhelyezkedésii szonddkat is. Kromoszoéma karon beliili nem folytonos
eltéréseket 3 beteg mintdjaban észleltiink. Szubklonalis hianyt 1, biallélikus hidnyt 2
esetben mutattunk ki, mig tobb mint 3 kopiat eredményezd, iFISH vizsgalattal is validalt
1q tobbletet 12 esetben detektaltunk. Kiillonbozo allélaranya kopiaszam eltérések a 21-es,
25-0s és 47-es betegekben voltak azonosithatok. A rovid karon deléciok leggyakrabban
a kovetkez6 régiokban elhelyezkedd géneket érintették: 1p12 (FAM46C) és 1p21 (DPYD
¢s COL11A1), melyet gyakorisagban az 1p32 (FAFI and CDKN2C) kdvetett. A hossza
kar tobbletei leginkabb a kovetkezd régiokban helyezkedtek el: 1q21 (BCL9, ANP32E,
MCLI, NUP210L, ADAR ¢és CKSIB) ¢és 1923 (SLAMF7, NUF2 ¢és PBXI). Az 1-es
kromoszéma koépiaszam eltéréseinek kiillonb6zo jellemzdit vizsgalva a 24 minta kozott
nagy valtozatossagot és tobb kiilonbdzd mintazatot mutattunk ki elhelyezkedés,

allélarany és kiterjedés tekintetében.
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4.2.4. dMLPA, MLPA és iFISH eredmények osszevetése

A dMLPA moédszer hatékonysaganak megitélése, illetve eredményeinek
validalasa érdekében a mddszert a jelenleg rutin diagnosztikaban alkalmazott iFISH és
konvencionalis MLPA-val szerzett adatokkal vetettiik 6ssze. Konvencionalis MLPA-val
a dMLPA altal vizsgalt eltérések csupan egy része analizalhatd, azonban az ugyanahhoz
a régiohoz kapcsolddo szondak ligacids helyei eltérdek, igy ezen esetekben lehetséges a
dMLPA-val nyert eredmények konvenciondlis MLPA-val valé validacigja. A
konvencionalis MLPA igy 121 aberraciét azonositott 49 betegben (88%) melyek koziil a
A13 volt a leggyakoribb, melyet gyakorisadg szerint csokkend sorrendben az 1q tobblet,
Ip hidny, 16q hiany, 12p hidny, 17p hidny és 5q hidny kovetett. Az iFISH 95 nem
kiegyensulyozott aberracidt detektalt, melyek koziil A13 36, 1q tobblet 32, 1p hiany 17,
17p hidny 6 és 5q hiany 4 betegben fordult el6. A 12p hianyt és a 16q hianyt iFISH-el
nem vizsgaltuk, igy a AMLPA modszer hatékonysagat direkt médon a konvencionalis
MLPA-hoz hasonlitva 6, iFISH-hez hasonlitva 4 eltérés tekintetében tudtuk vizsgélni. A
harom moddszer Osszevetése alapjan egybehangz6 eredményeket kaptunk 319/336
adatpontban (56 beteg x 6 vizsgalt eltérés) mely 95%-o0s kongruencianak felel meg (/2.
dabra). Az egyes moddszerek szisztematikus, paronkénti Osszehasonlitisa az egyes
eltérések detektalasanak tekintetében szintén magas statisztikai egyezést mutatott
(Fischer-féle egzakt teszt: p<0,0001). Az eltérések f6 oka, hogy a AMLPA magasabb
szondaszdma nagyobb biztonsaggal teszi lehetévé a CNA-k azonositdsat, és tobb,
visszatérd genetikai eltérésekben érintett 10kuszt fed le az iFISH-hez és konvencionalis
MLPA-hoz viszonyitva (pl.: ETV6 és CDKNIB gének a 12p kromoszoman).

A dMLPA 20 betegmintéban lehetdvé tette a HD kariotipushoz tarsulé numerikus
kromoszémaaberraciok kiterjedt vizsgalatat, mely iFISH és konvencionalis MLPA
modszerekkel az alacsony szondaszdm kovetkeztében nem gazdasagos, igy ezen adatok
nem alltak rendelkezésre. Kizarolag a dMLPA vizsgalat a nem HD esetekben 58 teljes
kromoszémat érintd aberraciét, HD és nem HD esetekben egyiittesen 156
szubkromoszomalis eltérést azonositott, dontéen az iFISH-hez és MLPA-hoz képest
magasabb szondaszamanak koszonhetéen. Az iFISH azonban 28 olyan kiegyensulyozott
kromoszémaaberraciot mutatott ki, melyek azonositdsa konvencionalis MLPA-val és
dMLPA-val nem lehetséges, beleértve az IGH gén kiilonb6zo transzlokécioit az FGFR3-
MMSET génekkel 8, a CCNDI génnel 10, a c-MAF génnel 4, egyéb ismeretlen partner

65



régiokkal pedig 6 esetben. Az 56 betegmintaban detektalt dsszes eltérést az 5. tdablazat

foglalja Ossze.

Negativ mindharom modszerrel:
Ip-: 36  Al13: 19

1q+: 23 16q-: 42
12p-: 42 17p-: 4§

digitalis MLPA

Ip-: 1 Al13: 0

1g+: 0 16q-:2

12p-:4  17p-: 1

MLPA

iFISH

0 Al13: 0 0 Al13:2

Ip-: Ip-:

1q+: 0 16q-:0 1q+: 0 16q-: -

12p-: 1 17p-: 1 12p-: - 17p-: 1

12. abra. Digitalis MLPA, MLPA és iFISH moédszerekkel nyert eredmények
osszevetése MM-ben

Az 1p hidny, 1q tobblet, 12 hiany, 13-as kromoszéma abnormalitasai (A13), 16q hiany és
17p hiany irdnyaba végzett vizsgalatok eredményei az esetek 95, 98, 91, 95, 96 és 95%-
aban mutattak egyezést. A feltiintetett értékek az adott aberracidra nézve pozitivnak
bizonyult betegek szamat mutatjak. A 12p hianyt és 16q hianyt iFISH modszerrel nem

vizsgaltuk.
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4.2.5. BRAF V600E mutaci6 detektalasa

A dMLPA D006 szondakeverék részét képezi egy BRAF gén 15-0s exonjat lefedd
szonda, mely a c.1799T>A (p.V600E) pontmutacié specifikus kimutatasat teszi lehetové.
Ezt az eltérést két betegben (51 és 55) azonositottuk dMLPA-val, azonban jelenlétét
piroszekvenaldssal csupan az S51-es beteg mintajaban sikeriilt validalnunk. Mivel a
mutaciot mindkét betegben két egymastol fiiggetlen AMLPA reakcid is jelezte, a mutacio
analizist ddPCR-rel is elvégeztiik az 55-0s betegben, amely magasabb szenzitivitasabol

adoddan megerositette a AMLPA vizsgalattal nyert eredményt (/3. abra).

6000
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4000
3000 +

2000

1947

1000 1

Fluoreszcens intenzitas (FAM)

‘ 0 T 1000 T 2000 3000 T 4000 T S000 " 6000
Fluoreszcens intenzitas (HEX)

13. abra. BRAF V600E mutacié validalasa digitalis droplet PCR modszerrel az 55-

0s szamu MM-ben szenvedd beteg mintajaban

A HEX, illetve FAM pozitiv dropletek a vad, illetve mutacidét hordozé molekuldkat

reprezentaljak. A vizsgalt DNS molekuldk 12,9%-dban detektalt a mddszer mutans

BRAF allélt.

4.3. Gyermekkori ALL kopiaszam eltéréseinek vizsgalata dMLPA-val

dMLPA-val mind a 105, gyermekkori ALL-ben szenvedd betegektol gyiijtott
mintat (91 diagnosztikus és 14 relapszuskori minta) sikeresen analizaltuk. A szekvenalas
soran dMLPA szondanként atlagosan 861 NGS read keletkezett, mely lehetové tette a
mintakban eléforduld CNA-k preciz meghatarozasat és analizisét. Egy, a szomatikus
kromoszémain 7 mono- és 2 biallélikus hidnyt hordozé (51-es szamu) beteg mintajabol

higitasi sorozatot készitettiink, a higitott mintdkban a dMLPA 30%-os leukémids
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sejtaranyig megbizhatdan észlelte a klonalis kopiaszam eltéréseket (7. tablazat), mely

hatarértéket minden altalunk vizsgalt minta tumorsejt aranya meghaladta.

7. tablazat. Eltérést jelz6 szondak relativ kopiaszam értékei az 51-es szamu, ALL-

ben szenvedo beteg diagnosztikus mintajanak higitasi sorabol

i . ., Blasztarany (%)

Gén; exon Aberracio 81 50 30 20 10  hatdrérték*
CD200; 3.4.6 monoallélikus hiany | 0,54 0,68 0,85 089 092 0,89
BTLA: 2.5 monoallélikus hisny 0,52 0,72 0,80 0,90 095 0,91
LEFI. 3 monoallélikus hisny 0,60 0,78 0,85 090 096 0,86
IKZF1: 4-7 monoallélikus hisny 0,52 0,72 0,83 088 095 0,87
MLLT3; 2,7 monoallélikus hiany ~ 0,54 0,73 0,81 0,84 097 0,86
CDKN24; 2-5 monoallélikus hisny 0,56 0,71 0,82 089 096 0,88
CDKN24; 1+up  biallélikus hiany 0,09 041 0,63 0,75 086 088
CDKN2B; 1-2  biallélikus hidny 0,10 044 0,63 0,79 089 09I
PAX5: 1-10 monoallélikus hisny 0,53 0,70 0,82 088 092 0,88
RBI; 192426  biallélikus hiany 0,08 044 0,64 0,78 091 087
TP53: 1-11 monoallélikus hisny 0,57 0,73 0,81 091 093 0,88
VPREBI: 2 monoallélikus hisny 0,53 0,70 0,79 0,85 094 0,86

* A hianyok meghatarozasahoz hasznalt hatarértékek a negativ kontroll mintdkban mért
relativ kopiaszdmok alapjan, az atlag — 3 standard deviacio értékeket figyelembe véve lettek
meghatdrozva. A sotétsziirke hattér elott félkovérrel irt értékek ennek alapjan hianyként
értekelenddk.

4.3.1. Kopiaszam eltérések diagnosztikus betegmintakban

Vizsgalatunk soran 0Osszesen 502 koépiaszam eltérést mutattunk ki 87/91
diagnosztikus mintaban (96%) (B-ALL: 73/76, T-ALL 14/15), melyek koziil 458-at B-
ALL-ben, 44-et pedig T-ALL-ben azonositottunk. Atlagosan betegenként 54 CNA-t
észleltiink (B-ALL: 6, T-ALL: 2,6), mig a szubkromoszémalis eltérések atlagos
betegenkénti el6fordulasa 2,8 volt (B-ALL: 2,9; T-ALL: 2,5).

A teljes kromoszomat érintd aberraciok azonositdsit a dMLPA D007
szondakeverék kariotipizal6 szondai segitették, melyek minden kromoszéman a telomer,
eltérések 95%-at HD kariotipusu betegekben azonositottuk (3-14 érintett kromoszoma
betegenként), melyek a HD ALL-re jellemzden, dontéen az X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 és 21-

es kromoszomak tObbletei voltak. Tobbszorés tobblet az X, 18-as és 21-es
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kromoszdémaknal volt megfigyelhetd. A teljes kromoszomaszam a 27 HD betegben 49 és

62 kozott valtozott (median érték: 56) (14. dbra).

A)

4 -

Betegek szama
[3%)

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62
Teljes kromoszémaszam

B)

Betegek szima

21 6 14 18 X 4 17 10 8 5 11 22 Y 1 2 9 12 15 16 19 20
Kromoszoma

14. dbra. Teljes kromoszomaszamok és a teljes kromoszomakat érinté tobbletek
gyakorisaga HD prekurzor B-sejtes ALL-ben szenvedd betegekben
(A) A dMLPA-val meghatarozott teljes kromoszémaszam alapjan egy kivétellel minden
beteg HD kariotipusu volt 51 ¢és 67 kozotti kromoszomaszammal. (B) A
kromoszomatobbletekért dontben at X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 és 21-es kromoszomak extra
kopiai feleltek. A diagnozis felallitasa soran a betegek HD statuszat kariotipizalas és/vagy
DNS index vizsgalattal hataroztuk meg.

Szubkromoszomalis CNA-kat 77 betegben azonositottunk (B-ALL: 63, T-ALL:
14), B-ALL-es betegek mintdiban Osszesen 218-at, T-ALL-es esetekben 33-at. A
leggyakoribb eltérés a CDKN2A/B hiany volt, mely B-ALL-ben 38%-ban, T-ALL-ben
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87%-ban fordult el6. Tovabbi eltérések gyakorisag szerinti csokkend sorrendben a
kiilonb6z6 sejtciklus szabalyozasért, limfoid sejtek éréséért, jelatviteli utvonalak és
tumorszupresszids folyamatok szabalyozasaért felelos gének aberracioi voltak, agymint
az ABLI, BTG1, CASP8AP2, CD200/BTLA, ETV6, IKZF1, LEFI1, MLLT3, NF1, PAX5,
PHF6, PTEN, PTPN2, RB1, RUNXI, TBLI1XRI, TP53 és VPRERBI, illetve a PARI régio
(8. tablazat). Biallélikus hiany 36 beteg diagnosztikus mintajaban volt jelen (B-ALL: 23,
T-ALL: 13), mely eltérések koriilbeliil kétharmada a 9p21-es régiot érintette (CDKN2A/B
és MLLT3). B-ALL-ben tovabbi biallélikus hianyt a VPREBI, RB1, IKZF2 és TBLXRI
génekben, T-ALL-ben a PTPN2, PHF6, LEFI és RBI génekben azonositottunk.

70



8. tablazat. AMLPA-val gyermekkori ALL-ben detektalt szubkromoszomalis CNA-

k elofordulasa gyakorisag szerint

Lézio Gén B-ALL (N = 76) T-ALL (N = 15)
Hidny CDKN2A4/B 29 13
VPREBI 29 1
ETV6 24 0
PAXS5 18 0
MLLT3 13 3
IKZF1 11 1
BTLA/CD200 10 0
TBLIXRI 10 0
RBI 8 2
CASP8AP?2 7 2
BTGI 6 0
PARI 5 0
TP53 3 1
PTEN 1 3
NF1 3 0
LEF] 2 1
PTPN2 1 2
PHF6 0 3
EZH2 2 0
Suzi2 2 0
EBF1 1 0
IKZF?2 1 0
NR3C2 1 0
ERG 1 0
NOTCH1I 0 1
Tobblet RUNXI 11 0
ABLI 3 0
MYB 0 1

A kopiaszdm eltérések feltérképezésén tal a dIMLPA DO007-es szondakeverék
lehetdséget ad kopiaszam eltérésekkel egylitt megjelend fuziés gének indirekt
detektalasara is. Intrakromoszomalis fuzids gén jelenlétére utald szubkromoszomalis
aberraciot 5 T-ALL-ben szenved6 beteg mintajaban azonositottunk. STIL-TAL1 génfuzidt
a 77-es és 78-as betegnél mutattunk ki, amplifikalédott fuzios gén jelenlétét a
meghatarozott relativ koépiaszdmok alapjan a NUP214 és ABLI gének esetében
detektaltunk a 81-es, 83-as és 84-es betegek mintajaban.
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4.3.2. Diagnozis és relapszuskori mintak kopiaszam eltéréseinek dsszehasonlitasa

Osszesen 12 beteg (B-ALL: 8, T-ALL: 4) 26 diagndzis és relapszuskori
mintaparjat vizsgaltunk (9. tabldzat). Kromoszdémalis €s szubkromoszomalis kopiaszam
eltéréseket 11 betegben azonositottunk, 1 betegnél minden vizsgalt mintdban normal
koépiaszamot észleltiink. Teljes kromoszomakat érinto eltéréseket egyediil HD B-ALL-es
betegek mintdiban figyeltiink meg (22-es, 23-as, 24-es, 25-0s és 26-0s betegek). Ezen
betegek koziil harom esetében a kromoszoma tobbletek stabilnak bizonyultak, mig a 23-
as betegnél a 8-as kromoszoma relativ kopiaszdm emelkedése alapjan a relapszuskori
mintdban egy extra tobblet mutatkozott. A 26-os betegnél 6 kiilonbdz6 kromoszdéma
kopiaszam valtozasat detektaltuk a diagnozis €s az elsd relapszus ideje kozott. A 11
kimutathaté CNA-t hordoz6 betegben a detektalt szubkromoszomalis eltérések szama 1
¢s 11 kozott valtozott (a biallélikus eltéréseket két kiilon eseményként vettiik
figyelembe), a relapszuskori mintdkban emelkedett szamu aberracié mellett (atlag: 3,5 vs
5,1). Ezzel 0sszhangban nagyobb szamu biallélikus hidnyt figyeltiink meg a betegség
progressziojakor 3 betegben (22-es, 57-es és 58-as betegek). B-ALL-es betegek kizardlag
relapszuskori mintdiban megjelend kopiaszam eltérések a B-sejt differenciacioban,
sejtciklus  €s tumorszupresszidés folyamatok szabalyozasaért felelds génekben
mutatkoztak, mint az EBF1, ETV6, CDKN2A/B, IKZF 1, PAX5 és PTEN, mig T-ALL-ben
a MYB tobblet, illetve a NUP214-ABL1 tuzi6 és az IKZF 1, TP53 és PTPN2 géneket érintd
hianyok voltak megfigyelhetok.
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9. tablazat. AMLPA-val azonositott kopiaszam eltérések diagnozis- és relapszuskori ALL mintaparokban

Eie(,),t;%lﬂ) / Ef:l (/év) Diagnozis :}lzi‘tp i;z(’l)’mg Genetikai eltérések Klonalis viszony
#22/Dx  Lény/6 B-ALL +X, dup(1)(q21q44), +6, del(9)(p21), +10, +14, +17, +18, +18,
2L 2 Klonalis evolucio
#22 / Rel 37 hénap +X, dup(1)(q21q44), +6, del(9)(p21), del(9)(p13p21), +10, +14,
+17, +18, +18, +21, +21
#23 / Dx Fiu/4 B-ALL +X, +X, +4, +5, del(7)(p12), +8, +14, +17, +18, +21, +22 Klondlis evolicié
#23 / Rel 43 hénap +X, +X, +4, +5, del(7)(p12), +8, +8, +14, +17, +18, +21, +22
#24 / Dx Lany/7 B-ALL +X, +X, +4, +5, +6, del(7)(p12)*, +10, +14, +17, +18, +18, +20, Kozos eredetet
+21, +21 kovetd
#24 / Rel 17 hénap +X, +X, +4, +5, del(5)(q31g35), +6, +10, del(10)(q22926), +14, parhuzamos
+17, +18, +18, +20, +21, +21 evolucid
#25/Dx  Fiu/2  B-ALL +X, dup(1)(q21qd4), +4, +6,+8, +10, +14, +17, +18, +18, +21, +21
#25 / Rel 52 honap +X, dup(1)(q21g44), +4, +5, +6, +8, del(9)(p21), +10, +14, +17, Klonalis evolicid
+18, +18, +21, +21
#26/Dx  Fiu/12 B-ALL +X, +Y, +1, +2, del(3)(q26), del(3)(q26), +5, +6, del(9)(p21),
del(9)(p21), dup(9)(q21g34), +10, +11, +15, +18, +19, +21, +21,
+22 -~
#26/Rell I8honap  +X, +Y, dup(1)(p36), dup(1)(G2D). dup(1)(@2L), del(3)(@26)., oy "I
del(3)(q26), +5, +8, del(9)(p21), del(9)(p21), dup(9)(q2134), +11,
+15, +18, +19, +21, +21 D s
L 25hénap  +X, +Y, dup(1)(p36), dup(1)(@2l). dup(1)(@2l), del(3)(q26), O

del(3)(q26), dup(5)(q31g35), +6, +8, del(9)(p21), del(9)(p21), +11,
+14, +15, +18, +19, +20, +21, +21




VL

.9. tablazat folytatdsa.

Eiiit;%lﬂ) / EET (/év) Diagnozis }}lzi‘tp i;z(’limg Genetikai eltérések Klonalis viszony

#58 / Dx Lany /15 B-ALL del(X)(p22), del(3)(q13), del(7)(p12), del(9)(p13p24), del(9)(p21),
del(12)(p13), del(12)(g21), del(22)(q11)

#58 / Rel 13 honap del(X)(p22), del(3)(q13), del(7)(p12), del(7)(p12p22), Klonalis evolicid
del(9)(p13p24), del(9)(p21), del(12)(p13), del(12)(p12pl3),
del(12)(q21), del(22)(ql1)

#76 / Dx Fia/5 B-ALL del(7)(p12)*, del(12)(g21) Ko6z06s eredetet

#76 / Rel 61 honap del(7)(p12), del(12)(p13) kovetd

parhuzamos
evolucio

#88 / Dx Fia/9 T-ALL del(9)(p21), del(9)(p21), del(11)(p12p13) Azonos klon

#88 / Rel 5 honap del(9)(p21), del(9)(p21), del(11)(p12p13)

#89 / Dx Fia/7 T-ALL del(5)(g35), del(7)(p12), del(9)(p21), del(9)(p21), del(16)(q22)

#89 / Rel 17 hénap del(5)(q35), dup(6)(q23), del(7)(p12), del(9)(p21), del(9)(p21), Klonalis evoliciod
del(16)(q22)

#90 / Dx Fia/4 T-ALL - Nem

#90 / Rel 5 hénap - meghatarozhatd

#91 / Dx Fiu/13  T-ALL del(X)(q26), del(9)(p21), del(9)(p21), del(13)(q14) Ko6z0s eredetet

#91 / Rell 29 hoénap del(X)(q26), del(7)(p12), del(9)(p21), del(9)(p21), del(18)(p11) kovetd

#91 / Rel2 50 hénap del(X)(q26), del(7)(pl12), del(9)(p21), del(9)(p21), parhuzamos
dup(9)(g21q34), del(17)(pl1p13), del(18)(pl1) evolucié &

Klonalis evolicio

*szubklonalis eltérés.

Az alahuzott CNA-k nem szerepelnek az adott beteg minden mintajaban.
A klonalis viszonyok meghatarozasa a mintak dAMLPA profilja alapjan tortént.



A diagnozis- és relapszuskori mintak Osszehasonlitd vizsgalata, és a kozottik
fennallo klondlis Osszefliggések feltardsa soran harom kiillonb6z0 mintazatot
azonositottunk: (i) a 88-as beteg diagnozis- és relapszuskori mintdiban teljesen azonos
képiaszam eltérések voltak azonosithatok (15. dbra /A); (ii) hat beteg (22-es, 23-as, 25-
0s, 57-es, 58-as ¢s 89-es betegek) a diagndziskori mintajaban jelenlévé CNA-k koziil
mindegyik jelen volt a relapszuskor is, ezen feliil azonban megjelentek 0;j eltérések is (15.
abra /B); (iii) négy beteg (24-es, 26-0s, 76-0s és 91-es) relapszuskori mintajaban az
ujonnan megjelend aberraciok mellett a diagnoziskori eltéréseknek csak egy része volt
kimutathatd. Ennek legvalosziniibb magyarazata az, hogy a relapszus idején uralkodo
szubklon és a diagndziskori mintdban domindns sejtek egy kozds korabbi klonbol,
parhuzamos evoluciéval alakultak ki (15. abra /C). Két betegnél 3 iddpillanatbol is
rendelkezésre alltak mintdk, igy ezen esetekben a betegség masodik relapszusakor is
lehetdség nyilt a CNA-k vizsgalatara. A 26-os betegben a masodik relapszuskor
megjelend leukémids sejtpopulacid feltehetdleg egy korabbi kozds sejtpopulaciobol
alakult ki, mig a 91-es betegben az els6é ¢s masodik relapszus sordn latott CNA profilok

direkt klonalis kapcsolatot valdszintisitenek (15. dbra /C).
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15. abra. AMLPA-val azonositott kopiaszam eltérések diagndzis és relapszus idején
vett T- és B-ALL-es betegmintakban

(A) A 88-as szamu, T-ALL-ben szenvedd beteg diagnodzis és relapszus kori (5. honap)
mintdiban azonositott mono- és biallélikus delécid a 9-es kromoszoméan (9p2l;
CDKN24), és monoallélikus hiany a 11-es kromoszéman (11p12-13; RAG2, SLCIA2 és
CD44). (B) HD kariotipus a 6-os, 10-es, 14-es, 17-es, 18-as, 21-es és X kromoszomak
extra kopidival, illetve egy monoallélikus hiannyal a 9-es kromoszoman (9p21;
CDKN24), a 22-as szamu B-ALL-ben szenvedd beteg diagnoéziskori mintdjaban.
Relapszuskor (37. honap) tovabbi mono- és biallélikus kopiaszam hianyok jelentek meg
a 9-es kromoszoéman, mely a masik allélt érintd kiterjedtebb delécio (9p13-21; szdmos

érintett gén, mint a CDKN2A4/B ¢és PAX5) kovetkeztében jott 1étre.
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15. abra folytatasa.

(C) A 91-es szamu, T-ALL-ben szenvedd beteg diagndziskori mintajaban monoallélikus
deléciot azonositottunk a 9-es (9p21, CDKN2A), a 13-as (13ql4; RBI) és X
kromoszdémakon (Xq26; PHF6), valamint biallélikus hidnyt a 9-es kromoszoéman (9p21;
CDKN24 és CDKN2B). Az els6 relapszus idejében (29 honap) tovabbi monoallélikus
hiany jelent meg a 7-es (7p12; IKZF1) és 18-as (18pl1; PTPN2) kromoszémakon. A
masodik relapszus idején (50. hénap) 1) eltérésként a 9-es kromoszéma monoallélikus
tobbletét (9q21-34; szdmos érintett gén, mint a ABLI, NUP214 és NOTCH]), és a 17-es
mutattuk ki. A beteg diagnoziskori mintdjaban megfigyelt 13-as kromoszoma hianyt a
relapszusok idejébdl szarmazo mintdkban nem azonositottuk.

A voros és kék nyilakkal a kiillonb6z6 idépillanatban vett mintdkban nem egységesen

megjelend eltéréseket jeldltiik.
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A T-ALL diagnozisa és az elso relapszus kozott eltelt id6 a relapszus hatterében
klonalis evoluciéra jellemzd, vagy kozos eredetet kovetd parhuzamos evoluciot
feltételez6 CNA mintazat esetében igen megnyult volt (89-es beteg, 17 honap; 91-es
beteg, 29 hoénap). Ezzel szemben azonos klon visszatérésével jard relapszusban (88-as
beteg) a betegség mar a kezelést kdvetd 5. honapban visszatért (16. abra). A 90-es
betegben a diagnodzis €s az igen rovid id0 alatt bekdvetkezo relapszus (5 honap) idejébol
szarmaz6 mintdban egyarant normalis kopiaszam értékeket detektaltunk. Mindezen
megfigyeléseink alapjan feltételezhetd, hogy az elébbi, komplex klonalis szelekcion,
illetve direkt klonalis evolucion alapuld betegség progresszidja tobb id6t vesz igénybe,
mig a diagnoziskor dominans klon ujabb, relapszushoz vezetd expanzidja igen gyorsan
végbemehet. Ehhez hasonlé trend a diagnozis és relapszus kozotti idoket illetéen az

altalunk vizsgalt B-ALL-es betegekben nem volt megfigyelheto.
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16. dbra. Diagnozis- és relapszuskori sejtek klonalis viszonyai a detektalt CNA-k
alapjan T- és B-ALL-ben szenvedo betegek mintaparjaiban

A gyermekkori ALL kialakuldsa sordn a malignus transzformacié gyakran mar méhen
beliil megkezdddik, és limitalt klonalis expanzion keresztiil heterogén genetikai hattérrel,
elagazd klondlis szerkezettel rendelkezd pre-leukémias sejtpopulécio kialakuldsdhoz
vezet. A klinikailag manifeszt leukémia megjelenése altalaban masodlagos aberraciok
kovetkeztében jon 1étre, melyek szelektiv proliferacios elénnyel ruhdzzak fel az érintett
sejteket. Ennek megfelelden a betegség relapszusa tobb, eltérd folyamat révén is
kialakulhat: (i) azonos leukémias klon visszatérése; (ii) klonalis evolicid; vagy (iii), egy
korabbi klonbol szarmazé sejtpopulacié felszaporodasa, mely parhuzamosan fejlodik a

diagnoziskor észlelt leukémias sejtekkel.
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4.3.3. A dMLPA és konvencionalis MLPA eredmények dsszevetése

A B-¢és T ALL vizsgalatara kifejlesztett konvencionalis MLPA szondakeverékek,
¢s a dMLPA D007 szondakeverék szondainak ligacios helyei kiilonbozoek, igy
felhasznalhatok a dMLPA-val szerzett adatok megerdsitésére. A dMLPA-val detektalt
kopiaszam eltéréseket 121 konvencionalis MLPA reakcidval validaltuk a tanulméanyba
bevont 97/105 betegmintan. A két vizsgalat eredményeinek statisztikai dsszehasonlitasa
magas konkordanciat igazolt 936/949 (98,6%) (10. tablazat). Az eltérd eredmények dontd
tobbsége a CDKN2A/B génekben volt megfigyelhetd, mely régiot a AMLPA t6bb mint
OtszOr annyi szondaval fedte le, mint a konvenciondlis MLPA, ezzel hatékonyabb,
magasabb felbontasu CNA azonositast téve lehetové. Minden dAMLPA-val detektalt ETV6
hianyt, RUNXI tobbletet/amplifikaciot és ABLI tobbletet/amplifikaciot mutatd esetben
meger6sitd iIFISH vizsgalatot végeztiink. A 77-es és 78-as betegek mintaiban detektalt

STIL-TALI gén faziot a rutin diagnosztikaban is alkalmazott PCR vizsgalattal validaltuk.
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10. tablazat. Gyermekkori ALL vizsgalataval nyert dMLPA és konvencionalis

MLPA eredmények statisztikai dsszehasonlitasa

dMLPA Fisher-féle
pozitiv negativ  egzakt teszt:
STIL-TALI pozittv 2 0
fazié (1p33) MLPA negativ 0 19 p=<0.0001
IKZF2 (2q34) MLPA pozitiv 0 0 p<0.0001
hidny negativ 0 34 '
LEFI (4q25) pozitiv 1 0 -
hidny MLPA negativ 0 20 p=<0.0001
EBF1I (5q33) pozitiv 1 0 -
hidny MLPA negativ 0 45 p=<0.0001
CASP8AP2 pozitiv 2 0
(6q15) hiany MLPA negativ 0 19 p=<0.0001
MYB (6q23) pozitiv 3 0
hiany MLPA negativ 0 18 p=<0.0001
IKZF1 (7p12) MLPA pozitiv 13 0 p<0.0001
hiany negativ 0 65 '
E.Z,HZ (7q36) MLPA p021t1’V 0 0 p<0.0001
hiany negativ 0 21
MLLT3 (9p21) MLPA pozitiv 5 0 p<0.0001
hidny negativ 0 16 '
CDKN2A pozitiv 46 0 -
(9p21) hiany MLPA negativ 4 49 p=<0.0001
CDKN2B pozitiv 37 0
(9p21) hiany MLPA negativ 7 55 p=<0.0001
PAXS5 (9p13) pozitiv 15 1
hiany MLPA negativ 0 30 p=<0.0001
NUP214-ABL1 pozitiv 4 0
fiizié (9q34) ALY 2 negativ 0 17 p<0.0001
PTEN (10g23) MLPA pozitiv 2 0 p<0.0001
hidny negativ 0 19 '
11p12-13 hiiny MLPA Eggg 3 109 p<0.0001
ETV6 (12p13) MLPA pozitiv 17 0 p<0.0001
hidny negativ 0 29 '
pozitiv 3 0

ffiT,gl (12q21) MLPA negativ. 0 43 p<0.0001

any negativ 0 16
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10. tablazat folytatdsa.

dMLPA Fisher-féle
pozitiv negativ  egzakt teszt:
. N s
14q32 tobblet MLPA Eggg 101 203 p<0.0001
N TN R
R A
I R
N A R
PAR régio pozitiv 5 0
(Xp22) hiany MLPA neggtiv 1 40 p=<0.0001
P.},IF 6 (Xq26) MLPA p021t1’V 5 0 p<0.0001
hiany negativ 0 16

4.3.4. IGH klonotipusok osszehasonlito vizsgalata diagnozis és relapszus idején

A 8 B-ALL-ben szenvedd beteg diagnodzis €s relapszuskori mintaparjain /IGH
génatrendezddés meghatarozasat végeztiik el a két idopontban dominéans leukémids sejtek
kozotti klonalis kapcsolat alaposabb feltérképezése érdekében. Osszesen mintegy 17
mintan végeztik el a vizsgalatot, ugyanis a 26-os beteg esetében a masodik relapszus
idejébdl is rendelkeztiink mintaval. A kimutathatosagi kiiszobot meghaladd IGH-
klonotipusokat 7 betegben azonositottunk, koziilik 4 beteg egyetlen dominéns klonnal
rendelkezett, mig a fennmarad6 3 betegben 2, 3, illetve 4 klonalis VDI atrendezodést
mutattunk ki. Egy adott /GH-klonotipust reprezentalod read-ek aranya atlagosan 40,5%
volt, mely 3,0% ¢és 93,2% kozott valtozott a kiilonbdz6 mintak és reakciok kozott. Az
FR1 és FR2 reakciok altal meghatarozott klonotipus aranyok erds korrelaciot mutattak
(r=0,9734). A diagnozis- és relapszuskori mintakban detektalt /GH génatrendezddéseket
vizsgalva 6/7 betegnél a két idépontban megegyez6 klonalis dsszetételt figyeltiink meg.
Azonban, a 26-os beteg diagndziskori mintajaban azonositott 4 IGH-klonotipus
feltehetden egyazon allélrdl szarmazott, mely feltételezés valdsziniiségét erdsiti a kozos

Jjoining szegment, a 13 megegyezd N2 bazis, illetve a 44%-os kumulativ klonotipus
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el6fordulas (FR1: 41,8%, FR2: 46,2%) intakt 14-es kromoszomak és 87%-os blasztarany
mellett. Mindezen megfigyelések a RAG enzim aktivitdsabdl ad6d6d rekombinéciora
utalnak, mely szintén a legvaldszinlibb magyarazata annak is, hogy ebben a betegben az

elsd és masodik relapszus idejében nem volt jelen detektalhaté /GH-klonotipus.

4.3.5. Genetikai riziko-stratifikacio

A dMLPA Aaltal meghatarozott CNA-k alapjan az egyes B-ALL-es betegeket
genetikai rizikd csoportokba soroltuk. Korabbi kopiaszam eltérés alapi prognosztikai
osztalyozast felallit6 tanulmanyokhoz hasonldéan elsddleges végpontként az
eseménymentes tulélést tekintettiik, 72 honapos median kovetési idé mellett (tartomany:
10-99 hénap). Mivel az alkalmazott kezelési protokoll kiilonb6z6 valtozatai (ALL IC-
BFM 2002 és 2009) nem mutattak jelentésen eltérd hatast az eseménymentes talélésre az
altalunk vizsgalt a betegcsoportban, a B-ALL-es betegek eredményeit 0sszevonva, egyiitt
értékeltik.

Az IKZF1 transzkripcids faktor gén hidnyat mar korabbi tanulmanyok is leirtak,
mint a betegség kimenetelét kedvezdtleniil befolyasold tényezdt, egy kozelmultbeli
tanulmany pedig meghatarozott egy nagyon kedvezdtlen progndzisu, utgynevezett
IKZF IP"s alcsoportot is, melyre az IKZF1 hianyon tul jellemzéek a PAX5, CDKN2A/B
¢s/vagy PARI hidnyok, illetve a normal funkcidju ERG gén jelenléte (126). Az altalunk
vizsgalt betegcsoportban /KZF [ hiany esetén szignifikansan révidebb EFS-t talaltunk az
IKZFIP™s csoport kritériumainak meglététd] fiiggetleniil (17. dbra).
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Kovetési id6 (évek)

Betegcsoport S éves EFS (95% KI)
=== (1) IKZF I?"s negativ + IKZF 14 negativ 88% (81-99)
(2) IKZF I*'vs negativ + IKZF 1% pozitiv 50% (19-100)
=== (3) IKZF I®"s pozitiv 19% (3-100)

17. abra. B-ALL-ben szenved6 betegek eseménymentes tilélése IKZF1 kopiaszam
statusz alapjan (n=76)

Az IKZF [P genotipus kritériumaként az IKZF [ hiany melletti a PAX5, CDKN2A/B vagy
PARI génekben/régiokban jelenlévd tovabbi hianyt tekintettiik az FRG hianya nélkiil

Stanulla és mktsai. kozleménye alapjan (126).
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A Moorman ¢és munkatarsai altal bevezetett CNA alapt UKALL-CNA
osztalyozds 8 B-ALL-ben gyakran érintett gén/genomikus régi6 (EBFI, IKZF1I,
CDKNZ2A4/B, PAXS5, ETV6, BTGI, RB1, PAR1) kopiaszam eltérései alapjan csoportositja
a betegeket, melyek a forgalomban 1év6 konvenciondlis MLPA szondakeverékekkel is
vizsgalhatok (43). Ezen osztalyozas modositott valtozatat, illetve annak kombinaciojat a
hagyomanyos citogenetikai riziko besorolassal az utobbi idoben szamos nagy betegszamu
B-ALL tanulméanyban vizsgaltak (125). A konvencionalis MLPA szondakeverékekhez
képest a AMLPA D007 szamos tovabbi, B-ALL-ben gyakran érintett gén/genomikus
régid vizsgalatat is lehetdveé teszi, ezért megvizsgaltuk a lehetdségét egy alternativ riziko-
klasszikfikacio felallitasanak, mely a B-ALL-es betegeknek az eddigieknél részletesebb,
betegség szempontjabol relevans régiok CNA profiljan alapul. Kizardlag a dIMLPA-val
kimutatott kopiaszam eltéréseket figyelembe véve 4 kiilonbozé EFS-sel jellemezhetd

csoportot hataroztunk meg (11. tablazat, 18. abra).

11. tablazat. B-ALL rizikocsoportok a CNA alapu osztalyozashoz

Rizikocsoport* Kritérium**

CNA-GR Nincs eltérés egyik vizsgalt régidban sem
Izolalt ETV6, TBLIXRI vagy ERG delécid
ETV6 és/vagy TBLI1XRI1 delécid az EBF 1, CDKN2A/B, PAX5 gének

CNA-IR Béarmilyen méas CNA profil
CNA-THR AB'LI’ ’tobblret "es/Vagy IKZF1 deléci6 CNA-HR kritériumainak
teljesitése nélkiil
CNA-HR Izolalt IKZF 1 vagy IKZF?2 delécio
IKZF1, CDKN2A/B és PAXS5 delécido ERG deléciok nélkiil
*GR: kedvezo riziko; IR: atmeneti rizikd; IHR: atmeneti-magas riziké; HR: magas
rizikod
**A kopiaszam eltérés (CNA) alapu osztalyozashoz figyelembe vett gének/régiok: 1
CD200, BTLA, TBLIXRI1, NR3C2, EBF1, IKZF1, CDKN2A/B, PAXS5, ABLI, ETV6, .
RBI1, TP53, RUNXI, ERG és PARI
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Kovetési id6 (évek)
Betegcsoport S éves EFS (95% KI)
== (1) CNA-kedvez® riziké 97% (92-100)
=== (2) CNA-atmeneti rizikd 82% (68-100)
=== (3) CNA-atmeneti-magas rizikd 50% (19-100)
=== (4) CNA-magas rizikd 13% (2-78)

18. abra. B-ALL-ben szenved6 betegek eseménymentes tulélési adatai CNA alapu
riziko besorolas alapjan (n=76)
Az eseménymentes tulélési adatokat Kaplan Meier gorbéken abrazoltuk a /0. tablazat-

ban részletezett CNA alapu rizikdcsoportokba sorolt betegek esetében.
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A UKALL rizikobecslési stratégiahoz hasonldan integraltuk a dIMLPA adatokon
alapuld CNA klasszifikacionkat a citogenetikai rizikd csoportokkal, mely utobbiakat a
UKALL rendszerének megfelelden definidltunk (125). A kiilonboz6 kopiaszam eltérések
¢s citogenetikai rizikocsoportok kombinalasaval [étrejovo eseménymentes tulélési
gorbék vizualis értékelését kovetden 4 kombinalt genetikai csoportot hataroztunk meg,

melyek szignifikdnsan kiilonb6z6 talélési arannyal jellemezhetok (12. tablazat, 19. dbra).

12. tablazat. dAMLPA kopiaszam eltérésen, és a UKALL citogenetikai riziko
csoportositas kombinacidjan alapulo B-ALL riziko klasszifikacio.
A kombinalt rizikécsoportokat a dMLPA-CNA alapu, illetve a citogenetikai

rizikocsoportok egyes kombindcioi alapjan jottek 1étre.

Kombinalt L Citogenetikai

rizikécsoport* dMLPA- CNA alapu rizikécsoport rizikégcsopor .
GR GR GR
GR IR
IR IR GR
IR IR
IHR IHR GR
IHR IR
IHR HR
GR HR
IR HR
HR HR GR
HR IR
HR HR

* GR: kedvezo rizikd; IR: atmeneti rizikd; IHR: atmeneti-magas rizikd; HR: kedvezdtlen
rizikd

** A citogenetikai rizik6 csoportokat az UKALL rendszer szerint hataroztuk meg (125,
43).
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— (4) Magas riziké 13% (2-78)

19: dabra. B-ALL-ben szenvedé betegek tulélési adatai kombinalt CNA és
citogenetikai eltérések alapjan (n=76)

Kombinalt citogenetikai és dMLPA alapit CNA profil szerint a /. tdblazat-ban
részletezett modon rizikdcsoportokba sorolt betegek eseménymentes tilélési adatai. KI:

konfidencia intervallum.
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5. Megbeszélés

Az elmult évtizedek kutatasai mélyrehatdéan feltartak a malignus hematologiai
betegségekhez asszociadltan megjelend genetikai és genomikai eltéréseket, ezzel lehetové
felallitasat, valamint molekuléris célpontokat azonositasat (7). A leukémidk és limfomak
patogenezise gyakran komplex folyamat, melyhez szamos genetikai abnormalitas
tarsulhat, beleértve a DNS képiaszdm valtozassal jard aberraciokat is. A mindennapi
diagnosztikdban jelenleg alkalmazott mddszerek sok esetben nem alkalmasak a klinikai
relevanciaval bir6 elvaltozasok gazdasagos és hatékony azonositasara, igy egyre novekvo
igény mutatkozik olyan 4j modszerek bevezetésére, melyek lehetéveé teszik ezen eltérések
atfogo szlirését (98, 99).

Tanulmanyunk soran elemeztiik a konvencionalis és a digitalis MLPA mddszerek
hatékonysagat, és alkalmazhatésaganak lehetdségeit malignus hematolégiai kérképekben
megjelend genetikai abnormalitasok vizsgalatdhoz. Ezen moddszereket dsszevetettiik a
rutin diagnosztikdban hasznalatos arany standard eljarasokkal a leggyakrabban
eléforduld, klinikai jelentdséggel bird visszatérd CNA-k detektalasanak tekintetében.
Munkank soran az MLPA/dAMLPA modszerek alkalmazéasakor a prognosztikus és
prediktiv értékkel bird eltérések, valamint az egyes betegségek relapszusahoz és

progressziojahoz vezetd aberraciok azonositasara fokuszaltunk.

5.1. CLL-ben megjelené DNS kopiaszam eltérések vizsgalata konvencionalis

MLPA-val

Konvencionalis MLPA vizsgalattal szerzett eredményeink nagymértékben
megegyeznek a nemzetkdzi irodalomban publikalt tapasztalatokkal, miszerint genomikus
képiaszam eltéréseket CLL-ben vizsgalva a konvencionalis MLPA ¢s iFISH eredmények
erds korrelaciot mutatnak, amennyiben az aberraciokat hordozoé sejtek aranya a mintaban
eléri/meghaladja az MLPA 20-25%-0s érzékenységi szintjét [20-22]. Vizsgalatunk soran
csupan négy esetben fordult eld ellentmondés a két modszer altal nyujtott eredmények
kozott, ahol a kérdéses aberracio aranya azonban 20% alattinak bizonyult a mintadban az
iFISH vizsgalat alapjan. A diagnosztikai munkafolyamat sordn a mintak tumorsejt aranya
altalaban dramlasi citometrids vizsgalattal meghatarozasra keriil a rutin vizsgalatok soran,

alacsony CLL-es sejtarany esetén pedig a leukémids sejtek magneses antitestek
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hasznalataval konnyedén dusithatok. Ezen megfontolasok figyelembevételével
biztonsaggal észlelhetok a CLL sejtpopulécioban jelenlévé dominans képiaszdm
eltérések. Természetesen a konvencionalis MLPA detektalasi kiiszobét el nem éro,
szubklonalis aberraciok dusitdst kdvetden is rejtve maradhatnak, igy a daganatos
sejtpopulacid heterogenitasanak részletes feltérképezésére ez a mddszer a viszonylag
korlatozott érzékenysége miatt nem alkalmas. A pontmuticiok kimutatdsa az eltérés
alacsonyabb reprezentaltsaga esetén is lehetséges, azonban ilyen esetben ezen aberraciok
kimutatdsa gazdasagosabb valamilyen egyéb allélspecifikus PCR moddszerrel.

A konvencionalis MLPA elénye az iFISH modszerrel szemben, hogy egy
reakcidban akar 55-60 kiilonbozd célrégio is vizsgalhatd, ezéltal a minta genetikai
komplexitasa atfogobban feltérképezhets. Mivel kiegyenstlyozatlan aberraciok iFISH-
sel vald vizsgalatdhoz az érintett célrégiot vizualizald szonda mellett, ugyanazon
kromoszéma tobbnyire intakt szakaszahoz kapcsolddo, ugynevezett kontroll szonda is
hasznalatos, iFISH analizissel minden genomikus aberracid vizsgalatat tipikusan kiilon
szokas elvégezni, dedikalt szondapar segitségével. Ez csak alacsony ateresztoképességii
¢s viszonylag magas fajlagos koltségli vizsgalatot enged meg, igy a rutin diagnosztikai
analizis altaldban néhany aberracid vizsgalatara korlatozodik (101, 134, 100),
potencialisan alabecsiilve a minta genomikai komplexitasat.

A rutin iFISH panel részét nem képezd kromoszoémak eltéréseinek specifikus
jelentéségére példa a 6q hidny, mely kedvezdtlen prognoézist jelezhet, illetve a potencidlis
terapias célpontot jelentd, FOXO3 transzkripcios faktor alacsony expressziojaval tarsul
(135).

iFISH analizissel legjobb esetben is csupan a 20-50 kilobazisnal hosszabb DNS
szakaszokat érintd eltérések vizsgalhatok biztonsaggal (136), mely miatt rejtve
maradhatnak ennél a nagysagrendnél kisebb kiterjedésti aberraciok, mint példaul a 13q
¢és 11q kromoszoéma karok exon szinti mikrodelécioi (137, 80). Az MLPA éltal nytjtott
nagyobb felbontas jelentéségére jo példa a 13q hiany analizise, mely eltérés izolalt
jelenléte kedvezd progndzissal tarsul, viszont az RB1 delécidét hordozd betegeknél
kedvezo6tlenebb TTFT figyelhetd meg, mint azoknal, akiknél az RBI gén nem érintett
[26]. Vizsgalatunk 12 betegben mutatott ki 13q hidnyt konvencionalis MLPA-val, ebbol

4 esetben az RBI gén érintetlen volt, egy esetben pedig csak részleges delécid volt
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megfigyelheté. Hagyomanyos iFISH vizsgélattal ez a két alcsoport nem lett volna
elkiilonithetd.

Munkank soran a CLL-es betegmintak konvencionalis MLPA-val szdmos olyan
DNS kopiaszam eltérést is felfedtiink, melyek kizarolag iFISH alkalmazéasa mellett rejtve
maradtak volna. A mindkét modszerrel vizsgalt betegek 72%-aban (13/18) mutattunk ki
legalabb 3 aberraciot, mely jelentdsen magasabb arany a komplex kariotipus irodalomban
kozolt, kortlbeliil 20%-o0s eléfordulasahoz képest (138). Ennek oka egyrészt abban
keresendd, hogy az MLPA ¢s az iFISH 0Osszehasonlitdsdhoz technikai jellegl
vizsgalatunkba olyan betegeket vontunk be, akiknél valamely diagnosztikai iFISH
vizsgalat pozitiv eredménnyel zarult, masrészt a komplex kariotipus egy konvencionalis
citogenetikai fogalom, mely minimum 3-10 megabazis kiterjedésti aberraciok egyiittes
jelenlétére utal. Az altalunk kimutatott, esetenként révid szubkromoszomalis vagy akar
exon szintl aberraciok G-savos kariotipus elemzéssel nem detektalhato eltérések. Ebbol
kovetkezoen a legalabb 3 genetikai eltérést hordozo betegek egy része valdjaban nem
rendelkezett komplex kariotipussal. Mindazonaltal jelenlegi ismereteink szerint a
szubkromoszomalis kdpiaszam eltérésekbol fakadod genetikai komplexitas is fliggetlen
markere a rossz prognozisnak (138), igy az altalunk alkalmazott, kombinalt modszertani
megkozelités segithet kiszlirni a hagyomanyos értelemben komplex kariotipust nem
hordozo6, mégis kedvezétlen prognoézissal rendelkezd betegek egy részét. A komplex
kariotipus a CLL progndzisanak meghatarozasara hasznalatos nemzetkdzi prognosztikus
indextél (CLL-IPI) és a TP53 statusztdl fiiggetlen jelzdje a betegség kedvezotlen
kimenetelének (139, 140). Ebbdl adéddan a tobb kopiaszam eltérést hordozd betegek
azonositasa kiemelt jelentdségil.

Az elmult években szamos 0j gyogyszer jelent meg a CLL kezelésében, mint a
BTK gatlé ibrutinib és acalabrutinib, a Bcl-2 gatld venetoclax, vagy a PI3K gatlo
idelalisib (141-144). Ezen 10j és rendkiviil hatékony terdpias modalitdsok megjelenése
tovabb noveli a komplex genetikai -eltéréseket hordozo esetek azonositdsanak
jelent6ségét, ugyanis amellett, hogy ezen betegeknél egyrészt nem hatékony a standard
kemo-immunoterapia, ibrutinib kezelés soran is rosszabb progndzis varhatd, ellentétben
az izolalt 17p hiannyal (145, 146).

A konvencionalis MLPA hasznalata elényds lehet a CLL sejtpopulacid

Osszetételének terapia sordn végbemend genetikai valtozasainak elemzésében is. Egyes
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kemoterapids készitmények alkalmazasa példaul a 2-es kromoszéma rovid karjanak
tobbletét hordozo kemorezisztens szubklonok felszaporodéasaval jar (147), de jol ismert a
TP53 aberraciokat hordozd szubklonok pozitiv szelekcidja is kemo-immunoterapia
hatasara (148). Az 1j, célzott gyogyszerek alkalmazasa soran bekdvetkezd genomikus
képiaszam valtozasok megismerése segithet megérteni ezen készitmények altal
létrehozott szelekcids nyomasokat, illetve az ennek nyoman végbemend klonalis
evoluciés folyamatokat. Vizsgalatunkban ibrutinib kezelt betegek mintaparjain tobb
kromoszdmaaberracié megjelenését és eltiinését is megfigyeltiik, ami felveti egy nagyobb
beteganyagon, hosszabb kovetési idovel elvégzendd tanulmany 1étjogosultsagat, kiilonos
tekintettel arra, hogy egy ibrutinib rezisztens betegben a konvenciondlis MLPA

vizsgalattal a relapszus hatterében CNA-k térbeli heterogenitasat is fel tudtuk térképezni.

5.2. dMLPA alkalmazasaval szerzett tapasztalatok

Tanulmanyunk soran szerzett tapasztalatink szerint a dMLPA moddszer gyakorlati
elénye, hogy (i) igen jol skalazhatd és nagy ateresztd képességli, egy futasban akar 192
minta is vizsgalhatdé parhuzamosan; (ii) kevés kiindulasi DNS-t igényel, csupan 20 ng
elégséges a konyvtar készitéshez; (iii) rovid atfutdsi ideje van, akar 36 oran beliil
eredményt szolgaltathat (11, 149). A dMLPA célzott vizsgalat, igy az adatfeldolgozas
igénye szamitdgépes kapacitas szempontjabol Iényegesen kisebb, mint egyéb NGS-en
alapuld modszerek esetében. A szondakeverék gondos tervezésének koszonhetden
nagyobb ateresztOképesség mellett szolgaltat informativ eredményeket, mint az
alternativ, genom szinten kdpiaszam eltéréseket vizsgald modszerek. Specifikus szonda
Osszetételének koszonhetéen a AMLPA lehetové teszi a teljes kromoszoémakat érintd
aberréaciok és nagy kiterjedésti kopiaszam eltérések vizsgalatat is, a driver géneket érintd
nagy részletességli vizsgalat mellett, mely kiilondsen vonzova teszi ezt a technikat
hematologiai malignitasok kutatasa és diagnosztikaja szamara. A munkéank soran vizsgalt
genomikus lokuszok szdma egy nagysagrenddel magasabb volt a konvencionalis MLPA-
val megszokott tartomanyhoz képest, és az egyazon reakcioban felhasznalt szondak
szama a késobbiekben tovabb ndvelhetd. Ez a mddszerben rejloé rugalmassag biztositja
azt, hogy a dMLPA képes lesz 1épést tartani a driver eltéréseket, prognosztikus és

prediktiv értékkel bir6 aberracidkat kimutatni kivano panelek varhatd bovitési igényeivel.
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5.2.1. dMLPA alkalmazasa MM-ben

Az MM-re heterogén genetikai hattér és valtozatos klinikai lefolyas jellemzd.
Szamos vizsgalat tlizte mar ki céljaul e két jelenség kozotti kapcsolat feltarasat annak
érdekében, hogy a betegeket kiillonbozoé rizikdcsoportokba lehessen sorolni, mely
segitheti az egyes terapidkra adott valasz elOrejelzését, ezaltal a betegség személyre
szabott kezelésének optimalizalasat. Az elmult években a széleskorti molekularis
citogenetikai vizsgalatoknak €s nagy ateresztd képességii szekvenalasi technoldgidknak
koszonhetden a betegségben visszatéréd modon megjelend genetikai 1ézidkkal kapcsolatos
ismereteink nagymértékben boviiltek (150).

MM-ben a korai genetikai események koz¢é tartoznak a IGH gént érintd
transzlokaciok, illetve a HD statusz kialakulasa, melyek meghatarozasa a mai napig a
betegség bioldgiai osztilyozasanak sarokkovét képezi (151). Altalanossagban a HD
statusz kedvezo kimenetellel tarsul, azonban nem mindegyik, ilyen esetben megjelend
triszomianak azonos a prognosztikus sulya (110); ebbdl addéddan az egyidejiileg
jelentkez6 Osszes kromoszoma tobblet specifikus meghatdrozasa klinikai jelentdséggel
bir. Tovabba, szubkromoszémalis CNA-k és SNP-k részletes vizsgélata révén szamos
klinikai gyakorlatban jelent0séggel biré prognosztikus, €¢s néhany prediktiv marker is
leirasra kertilt (116, 108, 152, 115, 153). Ezen genetikai eltérések jelentéségét jol mutatja,
hogy az International Myeloma Working Group szamos eltérés vizsgalatat integralta
szakmai protokolljaba, mint példaul a 17p13 hidny és az 1q21 tobblet sziirését (154, 155).

Az MM citogenetikai eltéréseinek rutin diagnosztikdban alkalmazott arany
standard vizsgélati modszere tovabbra is az iIFISH, mely azonban a koradbban részletezett
technikai okok miatt igen limitalt szamu 16kusz egyidejii vizsgalatat teszi csak lehetove.
Ezzel szemben a molekularis array, illetve NGS modszerek teljes genomi szinten képesek
informaciot szolgaltatni. Ugyanakkor az MM szomatikus mutaciok és CNA-k egyes
betegekben megjelend prevalencidja szempontjabol a skala kozepén helyezkedik el,
ugyanis tobb aberracié jelenléte jellemz6 MM-ben, mint szamos egyéb hematoldgiai
malignitasban, azonban kevesebb, mint a legtobb szolid tumorban (2). Ebb6l adoddan a
daganatos betegségek azon korébe tartozik, ahol kézenfekvd egy multiplex, de tovabbra
is célzott megkozelitésnek a klinikai relevanciaval jard driver genetikai eltérések rutin

diagnosztikai vizsgalataban.
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Munkank soran vizsgaltuk az j, NGS-en alapulé AMLPA moédszer felhasznalasi
lehetdségeit az MM-ben visszatéré mddon megjelend teljes kromoszémaaberraciok és
szubkromoszomalis képiaszdm eltérések kimutatasahoz, valamint egy célzott terapia
szempontjabol jelentdséggel bird pontmutacid szliréséhez is. A vizsgalat soran észlelt
eltérések betegenkénti szdma a korabbi teljes genom szintli vizsgalatok soran leirt
értékekkel azonos tartomanyba esett (156, 157), emellett kiemelendd, hogy a AMLPA egy
kivétellel minden betegben kimutatott valamilyen genetikai eltérést (5. tabldazat). A
dMLPA-val észlelt teljes kromoszomakat érintd aberraciok dontd tobbségét, és a
szubkromoszomalis CNA-k 63%-at (156/246) a konvencionalis MLPA ¢és iFISH
vizsgalatok nem mutattak ki. Tovabba, az 6sszes prognosztikus szempontbodl relevans
CNA mellett a IMLPA terapias szempontbol is jelentOs eltérések kimutatasat is lehetové
tette, mint az MCL1 vagy SLAMF?7 gének, illetve lehetdséget adott az olyan prediktiv
markerek kimutatadsdra, mint a CRBN hiany, mely a betegség immunmodulans
gyogyszerekre adott valaszat negativan befolyasolja (153).

Ezeken feliil a AIMLPA azonositotta a BRAF kindz V600E aktivaldé mutacidjat két
betegmintaban, mely eltérés esetén alkalmazhato a MM kezelésében a vemurafenib, a
mutans BRAF kinaz szelektiv inhibitora. Ez demonstralja a modszer sokrétii felhasznalasi
lehetdségeit, beleértve a klinikailag relevans pontmutaciok észlelését is (158).

A tumorszupresszor gének biallélikus inaktivacidja a MM progresszidjanak egyik
feltételezett driver mechanizmusa (159, 160). A dMLPA DO006-os szondakeverék
segitségével a vizsgalt MM-es betegmintakban azonositottuk a CKN2C/FAF1, BIRC3,
TRAF3 és TP53 gének homozigdta hianyat, mely eltérések mas munkacsoportok korabbi
tanulmanyai alapjan relapszus idején jellemzdéen gyakrabban mutatkoznak. Tovabba
emlitésre méltod, hogy a CYLD gén homozigdta hidnyat is azonositottuk, mely egy
betegben mar leirdsra keriilt egy korabbi vizsgalatban (161), azonban ez a gén a célzott
FoundationOne Heme panelben vizsgalataink idején nem volt benne, igy az elmult évek
egyik jelentds tanulmanyaban az eltérést az emlitett, széles korben hasznalt NGS panellel
nem tudtak kimutatni (159).

A dMLPA szondakeverék mintegy 400 szond4ja (i) lehetové tette jelenleg piaci
forgalomban elérhetd konvencionalis MLPA és iFISH tesztek altal nem vizsgalhato
genomi régiok analizisét; (ii) tobblet bizonyossagot nyujtott az olyan CNA-k

azonositdsdban, melyek konvencionalis MLPA-val vizsgalhatok ugyan, azonban
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Iényeges kevesebb szonda altal és (iii) lehetové tette az eltérések lényegesen magasabb
felbontassal torténd vizsgalatat. Ezt a magasabb felbontast jol példazza, hogy dMLPA-
val csupan az 1-es kromoszoéma koriilbeliil annyi szondéaval volt lefedve, mint amennyi a
P425-6s konvencionalis MLPA szondakeverékben 0Osszesen megtalalhato, ezzel
elésegitve az ezt a kromoszoémat érint6 CNA-k elhelyezkedésben, kiterjedésben, és
allélaranyban mutatkozd, nagymértékli valtozatossaganak feltarasat. Az allélarany
heterogenitdsa nem csupan biologiai szempontbol érdekes megfigyelés, ugyanis a
korabban emlitett 1p hidny mellett a CKSIB (1g21) amplifikaciéja az adott 16kusz
egyszerli tobbletével szemben kedvezoOtlen taléléssel tarsul az MRC Myeloma IX
vizsgalat tanulsdga szerint, mely jelzi az allélaranyok meghatarozasanak klinikai
jelentoségét (96).

Technikai szempontokat tekintve, vizsgalatunk soran dMLPA szondanként és
betegenként atlagosan tobb mint 1000 megfeleld mindségli read-et tudtunk analizélni,
mely lehetové tette a magas mindségli adatfeldolgozast, a preciz relativ read
kvantifikéciot, illetve a CNA-k hatékony azonositasat. Elméletileg a kdpiaszam eltérések
megbizhatd észlelése mar dAMLPA szondanként koriilbeliil 600 read megléte esetén is
lehetséges (11), ebbdl adodoan a mintegy 500 szondat tartalmazé D006 szondakeveréket
alkalmazva egy MiSeq futas soran 70 minta parhuzamos vizsgalata valik lehetségessé a
kontroll mintékat leszamitva. Ez az ateresztd képesség lehetové teszi egyszerre nagy
mennyiségli archiv minta vizsgalatdt, azonban a mindennapi rutin diagnosztikai
gyakorlatban, ahol a mintak atfutasi ideje kulcsfontossagu, a kisebb szekvenalo flow cell-
ek alkalmazasa célravezetobb lehet (pl. MiSeq Standard v2: 42 minta, Miseq Micro v2:
1 minta). A dMLPA konyvtarak poolozédsa és szekvenaldsa lehetséges tovabba mads
amplicon vagy hybrid-capture alapu, SNV-k ¢és indelek vizsgalatara tervezett célzott
konyvtarakkal egyiitt is.

A MM kutatés és diagnosztika specialis igényeinek tiikkrében a AIMLPA-nak, mint
MLPA alapti mddszernek, szamos limitacidja van, amivel szamolnunk kell: (i) a
konvencionalis MLPA-hoz hasonldéan ezzel a modszerrel sem lehetséges kdpiaszdm
eltéréssel nem jard citogenetikai aberraciok detektalasa, mint példaul az IGH gén egyes
transzlokacioi, igy a modszer kombinalasa iFISH-sel vagy egyéb DNS/RNS alapu
moddszerrel mindenképpen sziikséges a klinikailag is relevans génatrendezodések

feltarasanak érdekében; (ii) bar az altalunk alkalmazott D006 szondakeverék igen
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nagymennyiségli szondat tartalmaz, ez még mindig nem elégséges kromotripszis
detektalasara, mely a betegség egy agressziv klinikai lefolyassal jellemezhetd
alcsoportjaban jellemzdéen eléfordulo jelenség; (iii); a szubklonalis biallélikus hidnyok és
a klonalis monoallélikus deléciok egymastdl vald elkiilonitése tovabbra is nehéz, vagy
adott esetben kivitelezhetetlen lehet; (iv) a AMLPA eredmények értékelésekor is fontos
figyelembe venni a minta tisztasagat, igy a médszer optimalis alkalmazasahoz sziikség
van a vizsgalandé plazmasejtek ardnyanak meghatarozasara, sziikség szerint azoknak
magneses dusitasara, megfeleld mindségii izolalt DNS hasznalatara, valamint kelld
mennyiségli szonda alkalmazasara a legérzékenyebb régidkban; (v) a vizsgalt DNS
izolatum jellegébdl adéddan nem nyujt a detektalt aberraciorol sejtszintli informaciot,
mely a MM komplex genetikai Osszetételének feltarasarban elényds lenne; (vi) egyes
szondak relativ kopiaszdm aranyainak csokkenése nem jar feltétleniil egyiitt kopiaszam
eltérés jelenlétével, ugyanis a ligacios hely kozelében jelenlévd szomatikus mutaciok
szintén Dbefolydsolhatjadk a probak ligacigjat és amplifikaciojat, ahogyan az
konvencionalis MLPA esetében is eléfordulhat. Ez kiilondsen fontos azon genomikus
poziciokban, melyek gyakran érintettek nem csupan CNA-kban, de olyan szomatikus
mutacidkban is, melyek nem feltétlentil jelentenek szelekcids elényt, mint a silent vagy
passenger mutaciok a gyakorta érintett driver génekben. Ilyen esetben tobb, egymassal
kozeli genomikus lokalizacidhoz hibridizalodd proba hasznalata, és ezek egyiittes
eredmény validacidja egy masik moddszerrel is. Munkank soran 50 kiilonbozd 16kuszt
vizsgaltunk konvenciondlis MLPA-val és iFISH-sel is, azonban vizsgalatunk egy
alapvetd limitacidja, hogy az iFISH és/vagy MLPA éltal lefedett régiokon kiviil es6
képiaszam eltéréseket nem allt modunkban validalni.

Eredményeink alapjan ez az Gj mddszer megbizhato, €s a betegség szempontjabol
relevans kiegyensulyozatlan kopiaszam eltérések és bizonyos pontmutaciok tekintetében
atfogo adatokat képes szolgaltatni rovid atfutasi idé mellett. Ezen tulajdonsagai alapjan a
dMLPA hasznos kiegészito lehetéség a MM citogenetikai vizsgalatdban mai napig arany

standardnak tekintett iFISH modszer mellett.

5.2.2. dMLPA alkalmazasa gyermekkori ALL-ben
A gyermekkori ALL kezelése rendkiviil sokat fejlodott az elmult évtizedekben,

melynek kodszonhetden immadaron a legtobb fejlett orszdgban 90%-os 5 éves talélés
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jellemzd (162). A betegség klinikai kimenetelének jelentds javulasa az egyre pontosabb
rizikdbecslésnek koszonhetd, mely tobbek kozott a betegségben visszatérd, a diagndzis
idépontjaban prediktiv és prognosztikus értékkel bird genetikai eltérések meghatarozasan
alapszik (163). A nagy ateresztd képességli szekvenalasi technologidkkal nyert
eredmények alapjan novekszik az igény ebben a betegségben is a klinikai gyakorlat
szempontjabol relevans driver és egyéb addicionalis genetikai eltérések részletes ¢és
hatékony vizsgalatara a rutin diagnosztikai munkafolyamatokban (164).

A gyermekkori T- és B-sejtes ALL-ben végzett munkank soran kifejezetten ezen
betegségek visszatéré genetikai 1ézidinak vizsgélatara kifejlesztett dMLPA
szondakeveréket vizsgaltuk. Az altalunk alkalmazott D007-es dMLPA szondakeverék
minden olyan kiegyenstlyozatlan genetikai aberracio altal érintett lokuszt lefed, melyeket
az NCCN (National Comprehensive Cancer Network®) ajanlas (1.2020-as verzio)
érdemben képes kiegésziteni a hazai klinikai gyakorlatban jelenleg hasznalt
konvencionalis genetikai modszereket.

ALL-ben a kariotipizalas kiilonosképpen kihivast jelent, ugyanis féleg a HD
esetekben, az abnormalis metafazisok kromoszéma morfologiat tekintve rosszabb
mindséglieck, mint az ugyanazon mintdban megfigyelhetdé normdl metafazisok. A
diagnosztikdban alkalmazott DNS index vizsgalat, mellyel a HD esetek gyorsan és
rutinszertien szlrhetdk, az egyes kromoszomak eltéréseir6l nem nyujt informaciot.

dMLPA-val kiegyensulyozatlan aberraciok vizsgalhatok, és ugyan nem ad sejt-
szintll informéaciot, lehetévé teszi egyidoben tobbszaz lokusz vizsgalatat is exon-szintii
felbontas mellett fokuszalt, racionalizalt modon. Ezen vizsgéalatok elényei és korlatai
hatassal voltak az altalunk vizsgalt betegcsoport genetikai karakterizalasara is:
kiegyenstlyozott aberraciokat (pl. ETV6-RUNXI, BCR-ABLI és MLL faziok) kizardlag
a diagnosztikus munkafolyamat részét képez6 iFISH-sel és kariotipizalassal detektaltunk,
mig a kiegyensulyozatlan aberraciok dontd tobbségét, beleértve a teljes kromoszomakat
érintd valtozasokat, szubkromoszoémalis 1ézidkat és intrakromoszomalis génflizidkat,
melyeket a konvenciondlis moddszerekkel nem detektaltunk, dMLPA-val tudtunk
azonositani.

Munkédnk sordn a dMLPA moddszer gyermekkori ALL vizsgalatdban valo

technikai és felhasznalasbeli erdsségeit szamos modon demonstraltuk: (i) diagnosztikus
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betegmintakban a korabbi tanulmanyok eredményeivel Osszemérhetdé mennyiségii
betegenkénti CNA-t azonositottunk, tekintettel arra, hogy az altalunk hasznalt assay a
varhatoan eltéréseket hordozé driver gének genomikus l6kuszait célozta (121); (ii) a teljes
kromoszdémaszam meghatarozasa mellett modszeriink lehetévé tette adott kromoszomak
tobbleteinek specifikus karakterizalasat, kiilonosképpen a HD betegekben, mely
lehetetlen DNS index vizsgalattal, gyakorta nehézkes kariotipizalassal, igen
munkaigényes iFISH-sel, és nem gazdasagos array, vagy egyéb NGS alapu
modszerekkel; (iii) részeletesen vizsgaltuk a B- és T-sejtes ALL-ben szenvedd betegek
szubkromoszomalis driver kdpiaszam eltéréseit, beleértve az intrakromoszémalis
fuziokhoz tarsulo eltéréseket; (iv) korabbi tanulméanyokkal 6sszhangban a diagnozis- €s
relapszuskori mintdk 0Osszehasonlitdé vizsgdlata soran a betegség progresszidjakor
nagyobb szamti CNA-t azonositottunk (122), szdmos olyan relapszus hatterében allo
klonalis mintdzat mellett, melyek klinikai szempontbdl relevansak lehetnek; (v) a
dMLPA eredmények teljesen egybevagoak voltak a rutin diagnosztikus folyamat soran
nyert iFISH és PCR vizsgalati adatokkal, a konvencionélis MLPA-val tortént megerdsitd
vizsgalat pedig 99%-o0s konkordanciat mutatott eredményeinkkel.

Limfoid malignitdsokban az immunglobulin nehézlanc gén atrendez6dés a sejtek
egyedi azonositdé kodjanak tekinthetd, mely specifikus markerként hasznalhaté a
diagnosztikus mintaban valé klondlis proliferacid kimutatasaban, kovetés sordn a
rezidudlis tumortdmeg meghatarozasaban, a leukemogenezis soran szelekcios eldnyre
szert tett sejtcsoportok Osszetételének és heterogenitdsanak vizsgalatdban, illetve a
betegség progresszidja soran létrejovo klonalis valtozasok azonositasaban (165-169).
Ebbdl addddan ezen fiziologidsan is jelenlévd, betegspecifikus genetikai markerek
vizsgalata lehetdséget nyujtott a betegség kiilonbozo iddpillanataiban dominans
sejtpopulaciok klondlis viszonyainak elemzésére, melyek a dMLPA-val meghatarozott
koépiaszam eltérésekért is dontden felelések. Az IGH lokusz szekvenaldsa B-ALL-ben
szenvedd betegeinkben egy kivétellel minden esetben azonos VDJ régidét mutatott ki
dominansként diagnosztikus €s relapszuskori mintakban egyarant. Ez az eredmény
illeszkedik a korabban B-ALL-ben IGH szekvenalast végzo tanulmanyok soraba (170,
171), és azt sugallja, hogy még ha a kopiaszam eltérések vizsgalata fel is fedett elagaz6do
evolucids folyamatot egy betegben, a relapszus dontéen olyan sejtcsoportbol jott 1étre,

mely mar atesett a RAG-enzim altali /GH génatrendezddésen, ¢és kozeli klonalis
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viszonyban van a diagnéziskor dominéans leukémias sejtekkel. Az /GH gén strukturalisan
rendkiviil komplex és jelentdés rekombinacids potenciallal bir, ebbdl adédoan az IGH
génatrendezddések betegspecifikus, teljesen unikalis markerei a daganatnak, melyek
elméletben lehet6vé teszik a klonalis 0sszetétel valtozasainak kovetését a legmagasabb
lehetséges felbontas €s precizitas mellett. Ugyanakkor vizsgalataink soran az IGH gén
atrendezddések részletes repertodr analizise nem fedett fel tovabbi komplexitast a
klonalis eredetben, pl. nem mutatta ki k6zos korai klonbdl kiindulé parhuzamos evoluciod
jelenlétét olyan betegben, akiknél a diagnosztikus és relapszkori mintdk képiaszdm
eltérés profiljainak Osszehasonlitdsa direkt klonalis evolticiora engedett kovetkeztetni.
Ezzel szemben a AMLPA egy tovabbi, mindségileg 1j informacids réteget nyujtott, mivel
nem csak a klonalis kapcsolatot fedte fel a diagnozis és relapszus idején dominalod
sejtpopulaciok kozott, hanem egyes driver CNA-k megjelenését és eltiinését is.
Gyermekkori ALL-ben a visszatér6 CNA-knak nem csak bioldgiai, hanem
prognosztikus és prediktiv értéke is van a nagy genetikai €és klinikai tanulmanyok
eredményei alapjan (172, 121, 173, 174). Az egyes jol ismert, klinikailag relevans CNA-
k kimutatdsanak (mint példaul az IKZFI hiany) jelent0ségét, sajat beteganyagunkon is
demonstraltuk (/7. dbra). Az egyes driver aberraciok egyedi betegmintakban vald
egyideji feltérképezése, emellett lehetévé tehet egy még inkabb személyre szabott
prognodzis meghatarozast és terapias valasz elérejelzést (175). Ezzel 6sszhangban egyre
tobb bizonyiték mutat arra, hogy a kopiaszam eltérések klinikai jelentdsége fiigg a tagabb
genomikai kontextustdl, mely alapot szolgaltatott a kdpiaszam eltéréseket és egyéb
genetikai  eltéréseket integrald osztidlyozdsok Dbevezetésére az ALL riziko-
dMLPA altal nyuajtott CNA adatok integralasan alapuld 1j klasszifikacié a korabbi
rendszerekhez képest nagyobb hangsulyt fektet a CNA adatokra (/1. tablazat). Ebben,
kombinalt osztalyozassal négy, szignifikdnsan kiilonboz6 klinikai kimenetellel
jellemezhetd csoportot tudtunk elkiiloniteni még a mi 76 beteget szamlalo, viszonylag
kicsinek szamitd betegcsoportunkban is (/9. dbra), ami tanulmanyunkban nem volt
kivitelezhet6 a UKALL klasszifikacioval. Ez arra utal, hogy a AMLPA alapu osztalyozas
potencialis eldrelépést jelenthet a B-ALL-es betegek rizikobesorolasaban, ezért

hatékonysagat érdemes nagyobb betegcsoportokon validalni.
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Vizsgalatunk alapjan tehat a AIMLPA egy megbizhatdo modszer gyermekkori ALL
egyes genetikai alcsoportjait meghatarozo, és/vagy prognozissal Osszefiiggd (pl. HD,
iAMP21) kopiaszam eltéréseinek, vagy potencidlisan az egyes célzott terapidkra prediktiv
értekel bird fuzids gének (pl. NUP214-ABLI) kimutatdsara (178-180). A nagyszdmu
genomikus lokusz vizsgalatdval végzett részletes analizis hasznos informéciokat
szolgéltat a relapszus eredetérdl, mely egyéb alternativ klonalitast vizsgalé modszerekkel
nem feltétleniil keriil felderitésre. Eredményeink tovabba demonstraljadk a dMLPA
moddszer rugalmas felhasznalasi lehetOségeit és erdsen ajanljak a gyermekkori ALL

klinikai kutatasi és rutin diagnosztikai folyamataiba vald integralasat.

5.3. Az MLPA helye az onkohematologiai diagnosztikaban

Az onkohematoldgiai betegségek genetikai kutatdsa és diagnosztikaja tobb mint
50 évvel a Philadelphia kromoszéma felfedezése utan, még ma is rendkiviil dinamikusan
fejlodo teriilet. Ez jelentds mértékben koszonhetd az utdbbi 10-15 évben bekovetkezett
technologiai fejlédésnek, mely az orvosbiologiai mintdk genomikai tanulményozasat
mind mélység, mind atfogo- €s ateresztOképesség tekintetében magasabb szintre emelte.
Az NGS koraban egyre gyakrabban meriil fel kérdésként a klasszikus és molekularis
citogenetikai technikdk 1étjogosultsaga, illetve alkalmazasuknak varhat6 élettartama. Az
elkovetkezendd években az NGS jelentds térnyerése varhatd a kutatds mellett a rutin
diagnosztikdban is, koszonhetéen sokoldalu alkalmazhatésdganak, egységnyi
adatmennyiségre vonatkoztatva fokozatosan csokkend aranak, valamint az adatok
értékelését egyre konnyebbé tevo, grafikus kezelési feliiletli szoftvereknek.

Jelenleg azonban ugy tiinik, hogy a hazai diagnosztikai munkafolyamatnak még
sokaig szliksége lesz olyan modszerekre, melyek gyorsasaguk és megbizhatdsaguk
mellett koltséghatékonyak is. Valdszinlileg részben ez a szempont vezetett ahhoz is, hogy
az ,array” alapu vizsgalatok - kutatasi céli alkalmazésaik ellenére - végiil nem valtak
rutinszerlien hasznalatos eszkdzzé hazankban. Emellett ismereteink szerint az egyes
hematologiai entitdsok tobbségére viszonylag limitalt szdmu visszatérd genetikai eltérés
jellemzd, mely alapjan a célzott vizsgald modszerek hasznélata kézenfekvonek tiinik.

A hazai diagnosztikaban jelenleg a kariotipizalas és az iFISH a legelterjedtebb

modszerek hematoldgiai betegségek kopiaszdm eltéréseinek vizsgalatdhoz, mig
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pontmutaciok, valamint kisméreti inzerciok, delécidok és inverziok kimutatisdhoz a
Sanger szekvenalas a leginkabb hasznalatos.

Kariotipizalassal a teljes kromoszdmakészlet vizsgalhato, 16kusztol €s preparalasi
protokolltol fiiggden 3-10 megabazis feloldassal. A modszer iddigényes és magasan
képzett technikusokat kivan, teljes automatizacidja a kromoszoéméak morfologiai
variabilitdsa miatt nem valdsithato meg. Az eljaras lehetové tesz egyedi sejt alapu
vizsgalatot, az alkalmanként 20, legfeljebb 30 osztddas analizise azonban szubklonalis
aberraciok kimutatasat er0sen limitalja. Kiindulasi mintaként a technika oszt6do sejteket
kivéan, az alkalmazott in vitro tenyésztés pedig klonalis szelekciot idézhet eld, melynek
kovetkeztében a vizsgalt osztodasokban a malignus klon alulreprezentalttd véalhat.
Tovabbi nehézség, hogy néhany entitdsnal, példaul ALL egyes szubtipusaiban, az
abnormalis osztddasok mindsége, kromoszomaik felismerhetdsége 1ényegesen rosszabb
a mintadban megjelend, normal osztédasokéhoz képest, mely a vizsgalatot elfogultta
teheti.

Az iFISH nem igényel €16 sejtet, a reakcid barmely patoldgiai mintatipuson
elvégezhetd ¢és a kariotipizalassal ellentétben legkésdbb 24 oran belill eredményt
szolgaltat. A vizsgalat leggyakrabban 200 interfazisban 1év0 sejt analizisét foglalja
magaban, mely a kromoszoéma preparatumok értékeléséhez képest nagyobb statisztikai
megbizhatosdgot nyujt (181). Emellett a moddszer felbontdsa is magasabb, a
diagnosztikdban hasznalatos szondakkal tipikusan 1-2 megabazis és 100 kilobazis kozotti
tartomany érhetd el, mig az ennél kisebb kiterjedésti (40-50 kilobazis) eltérések
vizsgalatahoz kutatési céllal 1étrehozott szondak hasznalatosak (182). Az iFISH célzott
vizsgalatot tesz lehet6vé, tipikusan kett6-harom, ritkdbban négy lokusz egyidejii
analizisével, mely a fluoreszcens jeloléanyagok részben atfedd gerjesztési és emisszios
spektrumainak, valamint a detektalhaté fény korlatozott terjedelmli hullamhossz
tartomanyanak koszonhetd. Bar az iFISH a kariotipizdlashoz képest jobban
automatizalhatd, mikromorfolégiai modszerrdl 1évén sz, a jelek mintazatanak helyes
értelmezése és az eredmények preciz értékelése szintén igényel eloképzettséget, valamint
bizonyos mértékii manualis interakciot, mely sziik keresztmetszetet jelent nagy
mintamennyiség értékelésekor.

Mutaciok és kisméretli strukturalis aberraciok kimutatasdhoz a Sanger

szekvenalas a legelterjedtebb technika, mely bazispar felolddssal képes a mintaban
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legalabb 20%-ban reprezentalt genetikai eltéréseket vizsgalni. A modszer a nukleinsav
mintarol atlagolt, nem egyedi sejt szintii informaciot nyujt, koriilbeliill 500 nukleotid
terjedelemben. Egymastdl tavolabb elhelyezkedd genomikus régiok vizsgalatdhoz tobb
reakcio elvégzése sziikséges és nagy kiterjedésii kopiaszam eltérések kimutatidsa az
eljarassal nem lehetséges.

Ebben a kornyzetben az MLPA hatékony kiegészité technikénak tiinik (i)
mikrodeléciok kimutatdsahoz, akar egyedi exon szinten, mely kariotipizalassal és iFISH
analizissel nem érhetd el; (ii) klinikailag relevans, gyakran megjelend pontmutaciok
Sanger szekvenalasnal érzékenyebb sziirés¢hez; (iii) olyan esetekben, amikor tobb mint
kett6-harom genomikus l0kusz kopiaszam eltérésének egyiittes, koltséghatékony
vizsgalata indokolt, valamint (iv) molekularis patoldgiai laboratériumokban, ahol
mikroszkopos vagy ,array” alapu citogenetikai vizsgéalatokra miszer vagy képzett
személyzet hianyaban nem nyilik lehetdség. Az MLPA reakci6, mellyel képiaszam
valtozasok, pontmutaciok, illetve metilaciés mintazatok egyidejlileg vizsgalhatok,
barmely szovettipuson elvégezhetd, és alkalmazéasat nem akadéalyozza a formalinos
fixalas és paraffinba torténd dgyazas sem, mely patologiai mintak vizsgalatanal kiemelt
fontossagu. A szonda keverék rugalmas modosithatésagabol adodoan ujabb markerek
vizsgalata konnyedén megvaldsithatd, melynek az NGS megjelenése miatt bekdvetkezett
genomikus forradalom idején kiillondsen nagy jelentdsége van. Emellett a modszert
konnyl automatizalni, az értékelés menete néhany ora alatt elsajatithato, a modszer pedig
a legnagyobb hazai laboratériumok szdmara is elegendd ateresztoképességet biztosit,
kevesebb, mint 24 6ras atfordulasi idovel.

Mindezeket figyelembe véve az MLPA hatékonyan alkalmazhato eljards, a
kereskedelmi forgalomban szdmos betegséghez érhetd el specifikus szonda keverék, akar
igény szerinti modositdsokkal is. Tovabba az NGS nyujtotta 1) lehetdségek
megteremtették a feltételeit az MLPA moddszer 0 szintre emelésének a dMLPA
formajaban, melynek MLPA-hoz viszonyitott elonye az egyidejiileg vizsgalhatd 16kuszok
szamanak jelentds, koriilbeliil tizszeres emelkedése, ami a jovében még tovabb bovithetd,
akar 1000 genomikus lokusz egyiittes vizsgalatat is lehetové téve (11). Bar irodalmi
adatok a IMLPA alkalmazésarol az altalunk végzett kutatasoktol eltekintve csupan ALL
analizisével kapcsolatban allnak rendelkezésre, a jovOben szamos 11j szonda keverékek

megjelenése varhatd, ezzel tovabb bovitve a vizsgalhatdo hemopoetikus betegségek korét.
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6. Kovetkeztetések

Dolgozatom 0j megallapitasai a kovetkezok:

A konvenciondlis MLPA alkalmas moddszer komplex genetikai aberraciokat
hordoz6 CLL-es esetek azonositasara, valamint ibrutinib kezelés soran kialakuld
CNA valtozasok feltérképezésére, beleértve a terdpia rezisztenciahoz vezetd

térbeli heterogenitas vizsgalatat is.

Elsoként vizsgaltuk a dMLPA alkalmazhatosagait MM-ben. Eredményeink
alapjan a modszer magas szenzitivitds és specificitds mellett képes a teljes
kromoszomakat érintd, illetve szubkromoszomalis CNA-k, egyes kopiaszam
eltéréssel jard intrakszomoszomalis fuzidés gének, valamint a BRAF V600E

mutacio szimultan kimutatasara.

Gyermekkori T- és B-sejtes ALL-ben a AIMLPA alkalmazéaséaval diagnoziskori és
relapszuskori mintdk CNA profilja alapjan a betegség relapszusahoz 3 kiilonb6z6
mintazatot azonositottunk: (i) azonos klon visszatérése; (7i) klonalis evolicio;

valamint (7ii) kdzos eredetet kovetd parhuzamos evolucio.

Uj rizikobesorolast hoztunk 1étre gyermekkori B-sejtes ALL-ben a dMLPA altal
meghatarozott kiilonb6z6 CNA-k és UKALL citogenetikai rizikécsoportok
kombinalasaval. Eredményeink alapjan az igy 1étrehozhat6 4 kombinalt genetikai

csoport szignifikdnsan kiilonbozo tulélési arannyal jellemezheto.
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7. Osszefoglalas

Az onkohematologiai betegségek rutin diagnosztikdjaban fontos szerepet kap a
DNS kopiaszam eltéréssel (CNA) jard genetikai aberraciok kimutatdsa. Mivel ezen
eltérések gyakorta klinikai jelentdséggel birnak, gyors és koltséghatékony vizsgalatukra
nagy igény mutatkozik. A multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikacio (MLPA) egy olyan
PCR alapt moédszer, mely egyidoben 50-60 genomialis 16kusz CNA vizsgalatat teszi
lehetdvdve, valamint ezzel parhuzamosan pontmutaciok detektalasara is alkalmas. Az 1ij-
generacids szekvenalds alapu digitdlis MLPA (dAMLPA) pedig akar 500-1000 16kusz
CNA statuszanak egyidejli vizsgalata is elvégezhetd.

Munkank soran vizsgaltuk a konvencionalis MLPA moddszer hatékonysagat 18
frissen diagnosztizalt, valamint 6 ibrutinibbel kezelt CLL-es beteg mintain. Teszteltiik
egy Uj, MM vizsgalatara létrehozott AIMLPA szondakeverék hatékonysagat 56 MM beteg
diagnoziskori csontveld mintajan, valamint B- és T-sejtes ALL vizsgalatara alkalmas
dMLPA szondakeverék felhasznalasaval vizsgaltuk 96 beteg csontvel6i mintajat.
Kiilonos figyelmet forditottunk a klinikailag relevans eltérések azonositasara, valamint a
relapszushoz vezetd folyamatok feltérképezésére.

Konvencionalis MLPA-val CLL-ben szamos esetben azonositottunk prognozist
befolydsold aberracidkat, valamint sikerrel alkalmaztuk a moddszert ibrutinib kezelés
hatasara kialakuldé klondlis valtozasok vizsgalatiban. MM dMLPA-val végzett
vizsgalataval a nemzetkozi irodalomban elsdként bizonyitottuk a mdodszer hatékonysagat
a betegségben prognosztikus és prediktiv értékkel bir6 CNA-k részletes analizisében.
Gyermekkori ALL-ben a dMLPA modszerrel a klinikailag relevans CNA-k
feltérképezése mellett a relapszuskori mintak CNA profilja alapjan 3 kiilonb6z6 klonalis
mechanizmust fedtiink fel. Emellett, a dMLPA-val meghatarozott CNA-k és a
citogenetikai eltérések kombinalasaval egy 1j rizikd osztalyozast hataroztunk meg.

Tanulmanyunk alapjan az MLPA alapu technikak hasznos kiegészitdi lehetnek a
rutin diagnosztikdban alkalmazott moddszereknek, valamint az onkohematologiai

kutatasban is sikerrel alkalmazhatok.
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8. Summary

Analysis of DNA copy number aberrations (CNAs) plays an important role in the
routine diagnostic workup of hematological malignancies. Since these alterations are
frequently of clinical significance there is a need for their fast and cost-efficient detection.
The multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) is a PCR based method
enabling assessment of CNAs at 50-60 different loci and is also capable of the
simultaneous detection of point mutations. The next generation sequencing based digital
MLPA (dMLPA) can be even more efficient with analyzing the CNA status of 500 to
1000 loci in one run.

In our study, we examined the efficacy of the conventional MLPA in samples
from 18 newly diagnosed and 6 ibrutinib treated CLL patients. We also tested a novel
dMLPA assay developed for MM in bone marrow samples of 56 MM patients.
Additionally, we utilized a IMLPA assay in pediatric ALL for the detection of clinically
relevant aberrations and dissection of mechanisms leading to disease relapse. We paid
special attention to the identification of clinically relevant abnormalities and the
dissection of the genetic alterations leading to relapse.

Using conventional MLPA in CLL, we identified prognostic aberrations in several
cases and we also successfully applied the method to reveal patterns of clonal evolution
induced by ibrutinib treatment. In MM, we were the first in the international literature to
demonstrate the effectiveness AMLPA in detailed analysis of CNAs with prognostic and
predictive value in the disease. In childhood ALL, in addition to mapping clinically
relevant CNAs using dMLPA, three different clonal mechanisms were discovered based
on the CNA profiles in paired diagnostic and relapsed samples. Furthermore, we
introduced a new risk classification system by combining dMLPA-defined CNAs and
cytogenetic abnormalities.

Based on our study, MLPA-based techniques represent useful complementary
approaches to methods used in the routine diagnostic setting and can also be successfully

applied in research of malignant hematological diseases.
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