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A krónikus limfocitás leukémia klinikailag heterogén megjelenése genetikai diverzitással párosul. Hazánkban fl uoresz-
cens in situ hibridizáció terjedt el a betegekben előforduló, prognosztikai jelentőséggel bíró kiegyensúlyozatlan abnor-
malitások analíziséhez. A jelenleg szűrt markerek alacsony száma miatt a módszer alábecsülheti a vizsgált leukémiás 
sejtpopuláció genetikai komplexitását. Tanulmányunkban a multiplex ligációfüggő szondaamplifi káció hatékonyságát 
vizsgáltuk genomikus kópiaszám-eltérésekkel járó aberrációk kimutatásához krónikus limfocitás leukémiában. Tizen-
nyolc olyan beteg diagnóziskori mintáját analizáltuk SALSA P037 és P038-as szondakeverékekkel, akikben a korábbi 
diagnosztikai vizsgálat molekuláris citogenetikai eltérést jelzett. Öt, ibrutinibterápiában részesülő betegnél kezelés 
előtt és azt követően vett mintapárokat vizsgáltunk. Az eredmények egy részét fl uoreszcens in situ hibridizációval vali-
dáltuk. A két alkalmazott módszerrel összesen 63 aberrációt azonosítottunk 18, célzott terápiában nem részesülő beteg 
mintájában. A multiplex ligációfüggő szondaamplifi káció 59 eltérést tárt fel, melyből minden olyan aberrációt sikerrel 
validáltunk (n = 38), melyhez rendelkezésre állt fl uoreszcens in situ hibridizációs szonda. Utóbbi módszerrel további 4 
eltérés mutatkozott, melyek mintában való reprezentáltsága 20% alattinak bizonyult, ezért nem igazolódott MLPA-val. 
Az öt, ibrutinibterápiában részesülő beteg közül két betegben jelent meg új kópiaszám-eltérés a kezelés megkezdése 
utáni mintában, egy esetben a kezelés előtti mintában azonosítható aberrációk eliminálódtak a kezelés során, két eset-
ben pedig egyáltalán nem mutatkozott abnormalitás a mintapárokban. Intézetünkben beállítottuk a multiplex ligáció-
függő szondaamplifi kációt krónikus limfocitás leukémia vizsgálatához. A módszer hasznos eszköze lehet ezen entitás 
diagnosztikájának és kutatásának. A jelenleg használt technikákat kiegészítve teljesebb képet adhat a betegség genetikai 
komplexitásáról és segítheti az egyes betegek pontosabb prognosztikai besorolását.

Kulcsszavak: CLL, MLPA, FISH, onkohematológia

Screening for genomic copy number alterations in chronic lymphocytic leukemia 
using multiplex ligation-dependent probe amplifi cation

Chronic lymphocytic leukemia is a clinically heterogeneous disease with diverse genetic background. In Hungary, fl uo-
rescence in situ hybridization is usually applied to infer unbalanced abnormalities with prognostic signifi cance. Due to 
the low number of currently screened markers, this method may potentially underestimate the genetic complexity of 
the leukemic cell population analyzed. Power of multiple ligation-dependent probe amplifi cation was tested to detect 
genomic copy number alterations in chronic lymphocytic leukemia. Using SALSA P037 and P038 probemixes, we ana-
lyzed diagnostic samples from 18 patients harboring molecular cytogenetic aberrations. Pre- and post-treatment sam-
ple pairs were analyzed from 5 patients receiving ibrutinib therapy. Results were validated by fl uorescence in situ hy-
bridization. Th e two methods identifi ed 63 aberrations in 18 patients not receiving targeted therapy. Multiplex 
ligation-dependent probe amplifi cation revealed 59 alterations and all of those were successfully validated for which 
fl uorescence in situ hybridization probes were available (n = 38). Th e latter method revealed 4 additional aberrations 
with an abundance of <20%. Two patients undergoing ibrutinib treatment displayed newly emerging aberrations in the 
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post-treatment sample while in 1 patient, aberrations detected in the pre-treatment sample disappeared during therapy. 
In 2 further patients, aberrations were not detected. In our department, we established multiplex ligation-dependent 
probe amplifi cation for the investigation of chronic lymphocytic leukemia. Th e technique could serve as a useful tool 
for research and diagnostics of this entity. By complementing the currently applied techniques, it could provide a more 
comprehensive picture of the disease-associated genetic complexity and contribute to the effi  cient prognostic classifi -
cation of patients.

Keywords: CLL, MLPA, FISH, oncohematology

(Beérkezett: 2018. április 2.; elfogadva: 2018. április 15.)

Rövidítések
CLL = krónikus limfocitás leukémia; CK = komplex kariotípus; 
FISH = fl uoreszcens in situ hibridizáció; MLPA = multiplex ligá-
ciófüggő szondaamplifi káció; PCR = polimeráz láncreakció

Az elmúlt évtizedek kutatásai mélyrehatóan feltárták a kü-
lönböző malignus hematológiai betegségekhez asszociál-
tan megjelenő genetikai és genomikai eltéréseket, ezzel 
lehetővé téve az entitások részletesebb klasszifi kációját, 
javítva a pontos diagnózis és prognózis felállítását, vala-
mint molekuláris célpontokat azonosítva a betegek célzott 
kezeléséhez [1]. A leukémiák patogenezise gyakran komp-
lex folyamat, melyhez számos genetikai abnormalitás tár-
sulhat, beleértve a DNS kópiaszám-változással járó aber-
rációkat is, bizonyos genomikus régiók hiányát (deléció), 
többletét (gain), vagy éppen sokszorozódását (amplifi ká-
ció) [2, 3].

A krónikus limfoid leukémia (CLL) a leggyakoribb fel-
nőttkori malignus hematológiai betegség a fejlett orszá-
gokban, 100.000 lakosonként évente átlagosan 5,8 újonnan 
diagnosztizált férfi , valamint 3,0 újonnan diagnosztizált 
női beteggel [4, 5]. Hazánkban mintegy 400−450 újonnan 
diagnosztizált eset fordul elő évente [6]. A CLL prognó-
zisa és klinikai lefolyása rendkívül változatos, egyes bete-
gek évekig-évtizedekig stabilak maradnak akár kezelés 
nélkül is, míg másoknál rövid időn belül progrediál a be-
tegség, a diagnózis felállítása után azonnali terápiás be-
avatkozást igényelve. A betegek különböző prognosztikai 
csoportokba való besorolása mellett fontos az adott klini-
kai helyzetben prediktívnek számító markerek alapos vizs-
gálata is a kezelés megkezdése előtt, mint például a TP53 
gént érintő defektusok szűrése ibrutinibkezelést megelő-

zően [7, 8]. Az elmúlt években számos új célzott terápiás 
gyógyszer került elfogadásra a CLL kezeléséhez, melyek 
egyes betegek számára jelentős túlélési előnyt biztosít-
hatnak a standard kemo-immunoterápiával szemben.

A betegek prognosztikai csoportokba sorolásához, il-
letve az optimális kezelés megválasztásához a CLL sejtek 
konvencionális- és molekuláris citogenetikai vizsgálatai 
hasznos információt szolgáltathatnak, ugyanis a CLL-es 
betegek mintegy 85%-ában található valamilyen citogene-
tikai eltérés [9]. A leggyakrabban előforduló kópiaszám-
eltérések a jó prognózissal társuló izolált del(13q) (esetek 
50−60%-ában), az intermedier prognózissal járó 12-es 
 triszómia (+12; 12−25%), illetve a rossz prognózist meg-
határozó del(11q) (ATM) (10–20%) és del(17p) (TP53) 

(5−10%) [9]. Ezeknek az eltéréseknek a kezelés előtti 
vizsgálata a legújabb nemzetközi ajánlás szerint minden 
esetben elvégzendő (1. táblázat) [10]. Az egyedi eltérések 
mellett klinikai jelentőséggel bír az egyes aberrációk 
együttes előfordulása is. Komplex kariotípus (CK, comp-
lex karyotype) esetén a betegben 3 vagy annál több kro-
moszómaaberráció detektálható, mely tipikusan rövidebb 
diagnózis és első kezelés között eltelt idővel (TTFT, time 
to fi rst treatment), illetve teljes túléléssel társul (OS, over-
all survival). Ezen felül a CK előre jelezheti a betegek 
 kezelésre adott kedvezőtlen válaszát, még az új célzott te-
rápiák mellett is [11, 12], ezért napjainkban továbbra is 
változatlanul fontos a betegség genetikai hátterének át-
fogó diagnosztikai vizsgálata. A korábban specifi kusan 
említett négy aberráció mellett, CLL-ben további vissza-
térő kiegyensúlyozatlan eltérések is azonosításra kerültek, 
mint például a 6q, 8p, 9p és 10q kromoszómakarokat érin-
tő deléciók; a 2p, 8q és 18q régiókat érintő többletek- 
amplifi kációk; valamint a 19-es kromoszóma triszómiája. 

1. táblázat Kezelés megkezdése előtt elvégzendő genetikai vizsgálatok CLL-ben

Aberráció Jelentőség Módszer Indikáció

del(11q) prognosztikus FISH minden kezelési vonal előtt

del(13q) prognosztikus FISH minden kezelési vonal előtt

del(17p) prognosztikus és prediktív FISH minden kezelési vonal előtt

+12 prognosztikus FISH minden kezelési vonal előtt

Komplex kariotípus* prognosztikus és prediktív G-sávos kariotipizálás klinikai tanulmányokban ajánlott

*3, vagy annál több kromoszóma aberráció együttes jelenléte 
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Bár ezek prognosztikai jelentőségéről jelenleg még kor-
látozott mértékben állnak rendelkezésre adatok, célzott 
vizsgálatuk többek között segítheti a többszörös genetikai 
eltérést hordozó esetek felderítését is [4, 13−15]. Számos 
malignus hematológiai  kór képpel szemben CLL-ben a ki-
egyensúlyozott kromoszóma elté ré sek mint a kromoszó-
ma  transz loká ciók  viszonylag ritkák, esetleges jelenlétük 
kedvezőtlen prog nózissal társul [16].

A citogenetikai eltérések kimutatásának hagyományos 
módszere a G-sávos kariotípus elemzés. CLL konvencio-
nális citogenetikai vizsgálatakor a leukémiás sejtek ala-
csony mitotikus aktivitása miatt B-sejtosztódást stimuláló 
ágenst szükséges a tenyésztő médiumhoz adni, melyet 
több napos tenyésztés követ. A módszer egyéb diag-
nosztikai tesz tekhez képest időigényes és a metafázisok 
elemzése nagy gyakorlatot kíván. A jelenlegi diagnosztikai 
munkafolyamatban ezért elterjedtebb módszer a célzott 
fl uoreszcens in situ hibridizációs (FISH) teszt, mellyel 
azonban csak 3−4 genomikus lókusz vizsgálható egyidejű-
leg. A módszer előnye, hogy alkalmas nagy mennyiségű 
sejt gyors analízisére. A FISH hátránya, hogy a leggyakrab-
ban használt kereskedelmi szondakitek bár több lókuszt 
vizualizálnak egyszerre, valójában egyetlen vissza térő 
aberráció kimutatására fókuszálnak. A CLL-es betegek ge-
netikai hátterének diagnosztikai vizsgálatához hatékonyan 
hozzájárulhatna egy olyan módszer, mellyel nagyszámú 
lókusz vizsgálható egyidejűleg, rövid átfordulási idővel.

Tanulmányunkban célul tűztük ki egy a magyar hema-
tológiai diagnosztikában és kutatásban jelenleg még korlá-
tozott mértékben elterjedt tech nika, a multiplex ligáció-
függő szon da amp lifi káció (MLPA) beállítását CLL-es 
betegek klinikai mintáinak analíziséhez. A módszerrel egy 
reakcióban 55−60 genomikus régió kópiaszám-eltérései 
vizsgálhatóak. Továbbá célunk volt az eljárás megbízható-
ságának elemzése FISH vizsgálattal összevetve, végül né-
hány ibrutinibterá piában részesülő betegben vizsgáltuk a 
DNS kópiaszám- eltérések időbeli változását a kezelés 
függvényében.

Módszer

Munkánk során a Semmelweis Egyetem I. sz. Patológiai és 
Kísérleti Rákkutató Intézetében, illetve a Dél-pesti Cent-

rumkórház − Országos Hematológiai és Infektológiai In-
tézetben az Egészségügyi Világszervezet (WHO) ajánlása 
alapján diagnosztizált CLL-es betegek mintáit vizsgáltuk 
[17]. Tanulmányunkba 18 beteget vontunk be, akiknél a 
diagnosztikai vizsgálatok során genetikai eltérést azono-
sítottunk FISH analízissel (#1−18). További 5, ibrutinib-
terápiában részesülő beteg esetében a kezelés előtt és azt 
követően vett mintapárokat vizsgáltunk (#19−23).

FISH vizsgálathoz perifériás vér és csontvelő minták-
ból nyert, Carnoy-oldatban fi xált sejteket használtunk. 
Az MLPA vizsgálathoz ezen fi xált sejtekből, illetve 
 EDTA-val antikoagulált perifériás vér mintákból fi coll 
grádiens centrifugálással szeparált mononukláris sejtek-
ből végeztünk DNS izolálást High Pure PCR Template Pre-
pa ration Kit (Roche) segítségével, a gyártó utasí tásainak 
megfelelően. Negatív kontrollnak klonális ma lignus beteg-
séget nem hordozó mintákból izolált DNS-t használtunk.

A tanulmányunk tárgyát képező MLPA technika első-
sorban kópiaszám-eltérések vizsgálatára alkalmas félkvan-
titatív módszer, melynek során a minta DNS-specifi kus, 
vizsgálandó szakaszaihoz hibridizált szondákat sokszoro-
zunk fel. A keletkezett PCR termékek hossz alapján törté-
nő szétválasztását és mennyiségi analízisét fl uoreszcens 
kapilláris elektroforézissel végezzük. Kiegyensúlyozatlan 
eltérések vizsgálatakor az adott genomikus szakasz beteg-
mintában lévő kópiaszámára a keletkezett, lókuszspeci-
fi kus PCR termékek normál kontrollokhoz viszonyított 
relatív mennyiségéből következtetünk. Deléció esetén az 
adott genomikus pozícióban a normál referencia mintá-
hoz képest kevesebb PCR termék keletkezik, többletamp-
lifi káció esetén az elvártnál több.

Vizsgálatainkhoz SALSA MLPA P037 CLL-1 és SALSA 
MLPA P038 CLL-2 szondakeverékeket használtunk, me-
lyeket a gyártó (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia) 
bocsátott rendelkezésünkre. A P037-es és P038-as szon-
dakeverékek 41, illetve 35 genomikus célrégió kópiaszám-
vizsgálatára alkalmasak. A szondakeverékek részletes 
összetételét a 2. táblázat tartalmazza. A reakció során ke-
letkező PCR termékek méret szerinti szeparálását ABI 
3500 (Applied Biosystems) kapilláris elektroforézis ké-
szülékkel végeztük. Az elektroferogramok analízisét és 
a  relatív kópiaszámok meghatározását az ingyenesen el-
érhető Coff alyser.Net (www.mlpa.com) szoft verrel végez-

2. táblázat A tanulmányban genomikus kópiaszám eltérések kimutatásához használt MLPA szondakeverékek

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

Vizsgált gén Vizsgált exon Kromoszóma-
pozíció

Szondahossz 
(bázispár)

Vizsgált gén Vizsgált exon Kromoszóma-
pozíció

Szondahossz 
(bázispár)

REL 7 2p16.1 223 PTEN 5 10q23.31 368

REL 11 2p16.1 292 PTEN 9 10q23.31 472

ALK 4 2p23.2 418 ATM 1 11q22.3 184

ALK 27 2p23.2 481 ATM 55 11q22.3 226

MYCN 2 2p24.3 178 RDX 11 11q22.3 281

MYCN 3 2p24.3 205 ATM 63 11q22.3 288

MYCN 2 2p24.3 247 ATM 13 11q22.3 373
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SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverék SALSA MLPA P038 CLL-2 szondakeverék

Vizsgált gén Vizsgált exon Kromoszóma-
pozíció

Szondahossz 
(bázispár)

Vizsgált gén Vizsgált exon Kromoszóma-
pozíció

Szondahossz 
(bázispár)

MYCN 3 2p24.3 365 ATM 44 11q22.3 463

AIM1 2 6q21 436 PPP2R1B 4 11q23.1 338

SEC63 16 6q21 445 CADM1 1 11q23.3 361

TNFAIP3 9 6q23.3 211 CD27 3 12p13.31 142

TNFAIP3 2 6q23.3 493 STAT6 4 12q13.3 136

LATS1 4 6q25.1 457 HMGA2 2 12q14.3 418

IGF2R 3 6q25.3 235 PAH 4 12q23.2 240

PARK2 10 6q26 352 IGF1 4 12q23.2 310

TNFRSF10B 5b 8p21.3 241 RB1 17 13q14.2 160

TNFRSF10A 1 8p21.3 312 DLEU2 11 13q14.2 178

EIF3H 2 8q24.11 142 KCNRG 1 13q14.2 221

MYC 3 8q24.21 160 DLEU1 down 13q14.2 381

MYC 3 8q24.21 281 DLEU1 2 13q14.2 402

CDKN2B 2 9p21.3 228 RB1 27 13q14.2 480

CDKN2A 3 9p21.3 256 ATP7B 4 13q14.3 245

ATM 14 11q22.3 173 AKT1 4 14q32.33 148

ATM 22 11q22.3 337 KIA0125 up 14q32.33 203

LRMP 21 12p12.1 321 MTA1 3 14q32.33 445

CCND2 5 12p13.32 358 TP53 1 17p13.1 166

CDK4 8 12q14.1 274 TP53 2a 17p13.1 198

IFNG 4 12q15 217 TP53 6 17p13.1 274

CHFR 4 12q24.33 400 TP53 5 17p13.1 319

KCNRG 3 13q14.2 148 TP53 10 17p13.1 346

MIR15A 1 13q14.2 166 CDKN2D 2 19p13.2 265

FNDC3A 6 13q14.2 190 LDLR 7 19p13.2 301

DLEU2 2 13q14.2 195 CCNE1 12 19q12 391

RB1 21 13q14.2 382 AKT2 6 19q13.2 328

ATP7B 6 13q14.3 306 MIR498 1 19q13.42 427

DLEU7 1 13q14.3 373 COL11A1* 15 1p21.1 454

DLEU7 2 13q14.3 466 SERPINC1* 5 1q25.1 172

TP53 4b 17p13.1 263 ZNF638* 2 2p13.2 355

TP53 7 17p13.1 286 SCN1A* 12 2q24.3 211

TP53 3 17p13.1 299 GBE1* 7 3p12.2 500

TP53 1 17p13.1 409 IL4* 1 5q31.1 130

COL11A1* 29 1p21.1 136 GARS* 5 7p14.3 258

USH2A* 60 1q41 154 STX1A* 8 7q11.23 294

EDAR* 3 2q12.3 267 OPTN* 11 10p13 192

COL3A1* 32 2q32.2 451 RPGRIP1* 20 14q11.2 490

GBE1* 7 3p12.2 500 SEMA7A* 15 15q24.1 436

SCN5A* 9 3p22.2 391 ABAT* 2 16p13.2 409

KLKB1* 3 4q35.2 184 CACNG2* 4 22q12.3 154

NIPBL* 5 5p13.2 200

IL4* 1 5q31.1 130

KIAA0319* 22 6p22.3 427

COL5A1* 24 9q34.3 344

ABCC8* 14 11p15.1 328

SPG11* 36 15q21.1 472

*Referenciaszonda

2. táblázat (folyt.)



35HEMATOLÓGIA–TRANSZFUZIOLÓGIA 2018  ■  51. évfolyam, 1. szám

EREDETI  KÖZLEMÉNY

tük. Genomikus többletet 1,2-nél magasabb, 
deléciót 0,8-nál alacsonyabb relatív kópiaszám 
esetén határoztunk meg.

A FISH vizsgálatokat az alábbi szondákkal 
végeztük: Vysis LSI ATM SpectrumOrange/
CEP 11 Spect rum  Green, Vysis TP53 Spectrum-
Orange/CEP 17 Spect rum Green, Vysis D13S319 
Spect rum Orange/13q34 Spectrum Green, Vy-
sis CEP 12 (D12Z3) Spect rum Green, Vysis 
LSI MYC Spect rum Orange/SpectrumGreen, 
Vysis ALK Spectrum Orange/Spectrum Green 
(Abbott Molecular, Lake Bluff , USA), valamint 
CDK4 SpectrumOrange/CEP  12 (D12Z3) 
Spect rumGreen (Leica Biosystems, New castle, 
UK). A  mintánként 200 interfázisban lévő sejt 
FISH min tázatának elemzéséhez Nikon Eclipse 
E600 epi fl uoreszcens mikroszkópot és Lucia 
Cytogenetics FISH (Laboratory Imaging, Prá-
ga, Csehország) képanalizáló szoft vert hasz-
náltunk.

Eredmények

MLPA vizsgálattal összesen 59 aberrációt mu-
tattunk ki a 18 célzott terá piában nem részesülő 
betegben. A diagnosztikában specifi kusan vizs-
gált del(11q) (n = 7), +12 (n = 2), del(13q) (n = 
12) és del(17p) (n = 7) aberráció kon felül 
c-MYC (n = 6) és ALK (n =3 ) többletet, illetve 
egy részleges gain(12p)-t, valamint további 21 
eltérést  mutattunk ki 7 különböző kro mo-
szómán. A leg gyakoribb eltérések a 2p, 8p, 6q, 
10q, 12p, 14q és 19p kromoszóma régiók többle-
teit, valamint a 9p és 14q kromoszómarégiók 
delécióit fog lalták magukba (1. ábra).

FISH analízissel sikeresen vali dáltunk 38, 
MLPA-val azonosított eltérést, beleértve 
del(11q), +12, del(13q), del(17p) aberrációkat, 
valamint ALK, c-MYC és CDK4 géntöbbleteket. 
A FISH vizsgálat további pozitív, del(11q) (n = 
1), del(13q) (n = 2) és del(17p) (n = 1) jelen-
létére utaló jelmintázatokat tárt fel három 
betegben, negatív MLPA eredménnyel társulva. 
Ezekben az esetekben az aberrációt hordozó 
sejtek aránya 20% alattinak bizonyult, ami nem 
éri el az MLPA érzékenységi szintjét. Huszon-
egy, MLPA vizsgálattal azonosított aberráció 

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #1
0

#1
1

#1
2

#1
3

#1
4

#1
5

#1
6

#1
7

#1
8

P037 MYCN-2 2p24.3

P037 MYCN-2 2p24.3

P037 MYCN-3 2p24.3

P037 MYCN-3 2p24.3

P037 ALK-27 2p23.2 G N N G G

P037 ALK-4 2p23.2 G N N G G

P037 REL-7 2p16.1

P037 REL-11 2p16.1

P037 AIM1-2 6q21

P037 SEC63-16 6q21

P037 TNFAIP3-2 6q23.3

P037 TNFAIP3-9 6q23.3

P037 LATS1-4 6q25.1

P037 IGF2R-3 6q25.3

P037 PARK2-10 6q26

P037 TNFRSF10B-5 8p21.3

P037 TNFRSF10A-1 8p21.3

P037 EIF3H-1 8q24.11

P037 MYC-3 8q24.21 G G N G G G G

P037 MYC-3 8q24.21 G G N G G G G

P037 CDKN2A-3 9p21.3

P037 CDKN2B-2 9p21.3

P038 PTEN-5 10q23.31

P038 PTEN-9 10q23.31

P038 ATM-1 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P038 ATM-13 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P037 ATM-14 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P037 ATM-22 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P038 ATM-44 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P038 ATM-55 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P038 ATM-63 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P038 RDX-11 11q22.3 D D D N N D N D D N N N N N N D D N

P038 PPP2R1B-4 11q23.1

P038 CADM1-1 11q23.3

FISH [CEP12] 12p11.1-q11 N N N N N N N N N N N G N G N N N N

P037 CCND2-5 12p13.32

P038 CD27-3 12p13.31

P037 LRMP-21 12p12.1

P038 STAT6-4 12q13.3 G

P037 CDK4-8 12q14.1 G

P038 HMGA2-2 12q14.3

P037 IFNG-4 12q15
P038 IGF1-3 12q23.2
P038 PAH-4 12q23.2
P037 CHFR-4 12q24.33
P038 RB1-17 13q14.2
P037 RB1-21 13q14.2
P038 RB1-27 13q14.2
P037 FNDC3A-6 13q14.2
P038 DLEU2-11 13q14.2
P038 KCNRG-1 13q14.2
P037 KCNRG-3 13q14.2
P037 MIR15A-1 13q14.2
P037 DLEU2-intr 1 13q14.2
P038 DLEU1-2 13q14.2
P038 DLEU1-intr 2 13q14.2
P037 DLEU7-2 13q14.3 D D D D N D D N D D D D D D D D N N
P037 DLEU7-1 13q14.3 D D D D N D D N D D D D D D D D N N
P037 ATP7B-6 13q14.3 D D D D N D D N D D D D D D D D N N
P038 ATP7B-4 13q14.3 D D D D N D D N D D D D D D D D N N
P038 AKT1-4 14q32.33
P038 MTA1-3 14q32.33
P038 KIAA0125-up 14q32.33
P038 TP53-10 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P037 TP53-7 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P038 TP53-6 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P038 TP53-5 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P037 TP53-4b 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P037 TP53-3 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P038 TP53-2a 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P038 TP53-1 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P037 TP53-1 17p13.1 N N D D D N N D N D N N N N N D D D
P038 CDKN2D-2 19p13.2
P038 LDLR-7 19p13.2
P038 CCNE1-12 19q12
P038 AKT2-6 19q13.2
P038 MIR498-1 19q13.42

N
G
D

BetegekSzonda- 
keverék

Target gén – exon
Kromoszóma-

pozíció

deléció FISH alapján

normális MLPA pro
többlet MLPA alapján
deléció MLPA alapján

többlet FISH alapján
neg v FISH mintázat

1. ábra FISH és MLPA eredmények összefoglalása. 18 
CLL-es beteg diagnóziskori mintáját 76 MLPA 
szondával és 7 különböző FISH szondakittel vizsgál-
tuk. A vörös szín MLPA-val kimutatott többletamp-
lifi kációt, a kék deléciót jelöl, fehér cella esetén az 
adott régióban nem volt MLPA-val ki mutatható 
kópiaszám-eltérés. A „G” FISH-sel kimutatott több-
letet, a „D” deléciót jelöl, „N” jelölés esetén pedig 
normális FISH mintázatot azonosítottunk. A 12-es 
kromoszóma esetében a FISH és MLPA szondák 
célrégiói nem fedtek át, így ezen kromoszóma ese-
tében a FISH eredményeket külön sorban jelöltük
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validálására megfelelő FISH szonda hiányában nem került 
sor. A FISH és MLPA eredmények összehasonlítását az 1. 

és 2.  ábra szemlélteti. A  két módszer rel együttesen 63 
aberrációt detektáltunk a 18 betegben, átlagosan 3,5 aber-

MLPA 
n = 59 

FISH 
n = 42 

#16 CEP11/ATM 
8% 2G1R 

#4 13q34/13q14 18% 2G1R 
#12 13q34/13q14 6% 2G1R 

del(11q) 
n = 7 

#4 CEP17/17p 9% 2G1R 

n = 38  

n = 21 n = 4 

n = 63 

gain(2p) 
n = 3 

del(17p) 
 n = 1 

del(13q) 
n = 2 

del(11q) 
n = 1 

+12 
n = 2 

del(13q) 
n = 12 

del(17p) 
n = 7 

gain(8q) 
n = 6 

gain(12p) 
n = 1 

gain(6q) 
n =3 

gain(8p)
 n = 3  

del(9p)n
  

gain(10q) 
n = 2 

gain(12p) 
n = 2 

gain(19p) 
n = 4 

del(14q) 
n = 5 

n = 2 

2. ábra FISH és MLPA technikákkal kimutatott eltérések összehasonlítása. A két módszerrel együtt összesen 63 aberrációt azonosítottunk. Az 
MLPA vizsgálat 59 kópiaszám-eltérést fedett fel, amelyből 21 esetében FISH validáció nem történt megfelelő szonda hiányában. FISH vizs-
gálattal 42 eltérést azonosítottunk, ebből 38 esetben MLPA-val is kimutatott eltérést validáltunk, 4 esetben viszont a FISH MLPA-val nem 
észlelt kromoszómaeltérést azonosított. Ezen eltérések mintában való aránya <20% volt, így az MLPA érzékenységi küszöbét nem érte el

CMYC 
CEP8 

A B 
2p 6q 8p 8q 9p 11q 12p 12q 13q 17p referenciaszondák 

8q többlet 

13q deléció 

11q deléció 
17p deléció 

C 13q14 
13q34 Re

la
v 

kó
pi

as
zá

m
 

Vizsgált gén – exon 

3. ábra MLPA és FISH módszerekkel kimutatott, reprezentatív kópiaszám-eltérések a #3-as beteg mintájában. (A) A P037-es szondakeverékkel elvégzett MLPA 
reakciót követően a relatív kópiaszámprofi lon 8q többlet, del(11q), del(13q) és del(17p) eltérések ábrázolódnak. Az x tengelyen az egyes MLPA szondák, 
az y tengelyen azok relatív kópiaszáma látható. A vörös vonal feletti értékek kópiaszámtöbbletre, a kék vonal alattiak pedig delécióra utalnak. (B) A minta 
CMYC FISH vizsgálata során a vizsgált régió szám feletti kópiaszámára utaló jelmintázat mutatkozott a sejtmagok 90%-ában. A zöld (SpectrumGreen) 
szonda a 8q kromoszóma CMYC régióját, a piros (SpectrumOrange) kontrollszonda pedig a 8-as kromoszóma pericentromerikus régióját jelöli. (C) FISH 
vizsgálattal a 13q14 lókusz monoallélikus deléciójára utaló jelmintázat volt megfi gyelhető a sejtmagok 88%-ában. A piros szonda a 13q14 régiót, a zöld 
pedig a 13q34, telomer közeli régiót jeleníti meg
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rációt eredményezve betegenként. Tizenhárom betegben 
ész leltünk legalább 3 kromoszómát érintő kópiaszám-
eltérést, melyhez hasonló komplexitást kizárólag MLPA 
módszert használva 11, míg FISH vizsgálattal csupán 2 
betegben tudtunk volna azonosítani. A 3. ábra egy repre-
zentatív, komplex genetikai eltérést hordozó betegben 
mutatja be az MLPA és FISH által kimutatott abnormali-
tásokat.

Az ibrutinibterápia hatására megjelenő klonális evo-
lúciós változásokat 5 kezelt beteg mintapárjain vizsgáltuk 
SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverékkel. Az első 
minta minden beteg esetében az ibrutinibkezelés megkez-
dése előtti időpontból származott, a második minta 3 be-
teg esetében (#20, #22, #23) a kezelés 12., egy-egy  beteg 
esetében pedig a 8. (#21) és 3. havában (#19) került levé-
telre. A #19 beteg esetében a kezelés megkezdése előtt 
csupán 8q többlet és del(9p) volt kimutatható, míg a keze-
lés harmadik hónapjára a korábbi eltérések mellett 2p 
többlet, del(6q), del(8p), del(13q) és del(17p) is mutat-
kozott (4. ábra). A #20 és #22 betegekben a kezelés meg-
kezdésekor nem volt MLPA-val kimutatható aberráció, és 
ez az állapot mindkét esetben megmaradt, egy éves keze-
lést követően is. A #21 beteg az ibrutinibkezelés előtt nem 
hordozott MLPA-val kimutatható aberrációt, a 8. havi 
mintában azonban del(13q)-t és del(17p)-t detektáltunk. 
A #23 beteg esetében diagnóziskor del(11q) és del(13q) 
volt kimutatható, a 12. havi mintában viszont nem 
mutatkozott aberráció (4. ábra).

Megbeszélés
Tanulmányunk során a Semmelweis Egyetem I. sz. Pato-
lógiai és Kísérleti Rákkutató Intézetében beállítottuk az 
MLPA módszert CLL-ben szenvedő betegek genetikai 
vizsgálatához. Összevetettük az MLPA és a FISH meg-
bízhatóságát és hatékonyságát a legfontosabb kromoszó-
maeltérések azonosításának, illetve a többszörös geneti-
kai eltérést mutató esetek szűrésének tekintetében. 
Végezetül, alkalmaztuk a technikát egy klinikai kutatás 
szempontjából aktuális kérdés vizsgálatára, az ibrutinib-
terápia alatt megjelenő/dinamikusan változó kópiaszám- 
eltérések tanulmányozására.

Az MLPA előnye, hogy i) DNS mintán elvégezhető, így 
nem igényel sejttenyésztést vagy intakt sejtmagokat; 
ii) hosszú ideig tárolt minták, akár formalin-fi xált és paraf-
fi nba ágyazott anyagok vizsgálatára is alkalmas [18]; 
iii)  55−60 DNS szakasz is vizsgálható vele egyidejűleg; 
iv) exonszintű feloldást tesz lehetővé, mivel a cél régiók-
hoz kapcsolódó szondák hossza általában csupán 55–
80 bp közötti; v) 24 órán belül eredményt szolgáltat; vi) 
akár 96 lyukú plate-ekben is kivitelezhető; és vii) az elvég-
zéséhez szükséges eszközök (PCR- és kapilláris elektrofo-
rézis készülék) a legtöbb molekuláris genetikai laboratóri-
umban rendelkezésre állnak, így a módszer beállítása nem 
igényel nagyszabású beruházást. Ebből következően az 
MLPA a hazai onkohematológiai kutatás és diagnosztika 
széles körben használatos, hasznos vizsgáló módszerévé 

válhat [19]. Mindezek mellett a vizsgált mintákban ala-
csony arányban reprezentált szubklonális citogenetikai el-
térések kimutatására továbbra is a FISH a legalkalmasabb 
módszer, továbbá előfordulhat számos olyan komplex kro-
moszómaeltérés, illetve kiegyensúlyozott átrendeződés, 
melyek kimutatására még mindig a G-sávos kariotipizálás 
és/vagy a FISH a megfelelő eljárás.

Eredményeink nagymértékben megegyeznek a nem-
zetközi irodalomban publikált tapasztalatokkal, miszerint 
genomikus kópiaszám-eltéréseket CLL-ben vizsgálva az 
MLPA és FISH eredmények erős korrelációt mutatnak, 
amennyiben az aberrációkat hordozó sejtek aránya a min-
tában eléri/meghaladja az MLPA 20−25%-os érzé keny-
ségi szintjét [20−22]. Vizsgálatunk során csupán négy 
esetben fordult elő diszkrepancia a két metodika között, 
a kérdéses aberráció aránya valamennyiszer 20% alattinak 
bizonyult. A diagnosztikai munkafolyamat során a minták 
tisztasága általában meghatározásra kerül áramlási cito-
metriával, alacsony CLL-es sejtarány esetén pedig a leu-
kémiás sejtek mágneses sejtszeparálással dúsíthatók. Ezen 
megfontolások fi gyelembevételével biztonsággal észlel-
hetők a CLL sejtpopulációban uralkodó, domináns el-
térések. Természetesen, az MLPA detektálási küszöbét 
el  nem érő, szubklonális aberrációk dúsítást követően is 
rejtve maradhatnak.

Az MLPA előnye a FISH módszerrel szemben, hogy 
egy reakcióban akár 55−60 különböző célrégió is vizs-
gálható, ezáltal a minta genetikai komplexitása átfogób-
ban feltérképezhető. Mivel kiegyensúlyozatlan aberrá-
ciók FISH módszerrel való vizsgálatához az érintett 
célrégiót vizualizáló szonda mellett, ugyanazon kromo-
szóma többnyire intakt szakaszához kapcsolódó, úgy-
nevezett kontrollszonda is használatos, FISH analízissel 
minden genomikus aberráció vizsgálatát tipikusan külön 
szokás elvégezni, dedikált szondapár segítségével. Ez ala-
csony áteresztőképességű és viszonylag költséges vizsgála-
tot tesz lehetővé, melynek következtében a rutin diag-
nosztikai analízis általában néhány aberráció vizsgálatára 
korlátozódik [9, 10], potenciálisan alábecsülve a minta 
genomikai komplexitását. A rutin FISH panel részét nem 
képező kromoszómák eltéréseinek specifi kus jelentősé-
gére példa a del(6q), mely egy közelmúltbeli közlemény 
alapján kedvezőtlen prognózist jelez, illetve a potenciális 
terápiás célpontot jelentő, FOXO3 transzkripciós faktor 
alacsony expressziójával társul [23].

FISH analízissel legjobb esetben is csupán a 20−50 kilo-
bázisnál hosszabb DNS szakaszokat érintő eltérések vizs-
gálhatók biztonsággal [24], mely miatt rejtve maradhatnak 
ennél a nagyságrendnél kisebb kiterjedésű aberrációk, 
úgymint exonszintű mikrodeléciók, például a 13q és 11q 
kromoszómakarokon [22, 25]. Az MLPA által nyújtott 
 nagyobb felbontás jelentőségére jó példa a del(13q) analí-
zise, mely eltérés izolált jelenléte kedvező prognózissal 
társul, viszont azon betegek esetében, akiknél az RB1 gén 
nem érintett, hosszabb TTFT fi gyelhető meg az RB1 delé-
ciót hordozó betegekhez képest [26]. Vizsgálatunkban 
12  beteg esetében mutattunk ki del(13q)-t MLPA-val, 
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 ebből 4 esetben az RB1 gén érintetlen volt, egy esetben 
pedig csak részleges deléció volt megfi gyelhető. Hagyo-
mányos FISH vizsgálattal ez a két alcsoport nem lett volna 
elkülöníthető.

Munkánk során MLPA-val számos olyan kópiaszám- 
eltérést is felfedtünk, melyek kizárólag FISH alkalmazása 
mellett rejtve maradtak volna. A mindkét módszerrel 
 vizsgált betegek 72%-ában (13/18) mutattunk ki legalább 
3 aberrációt, ami jelentősen magasabb arány a komplex 
kariotípus irodalomban közölt, körülbelül 20%-os elő-
fordulásához képest [27]. Ennek oka egyrészt abban kere-
sendő, hogy az MLPA és a FISH összehasonlításához 
technikai jellegű tanulmányunkba olyan betegeket von-
tunk be, akiknél valamely diagnosztikai FISH vizsgálat 
pozitív eredménnyel zárult, másrészt a komplex kario-
típus egy konvencionális citogenetikai fogalom, mely mi-
nimum 3−10 megabázis kiterjedésű aberrációk együttes 
jelen létére utal. Az általunk kimutatott, esetenként rövid 
szub kromoszomális vagy akár exonszintű aberrációk 
G-sávos kariotípus elemzéssel nem detektálható eltéré-
sek. Ebből következően a tanulmányunkban azonosított, 
legalább 3 genetikai eltérést hordozó betegek egy része 
valójában nem rendelkezett komplex kariotípussal. Mind-
azonáltal jelenlegi ismereteink szerint a szub kro mo szo-
mális kópiaszám-eltérésekből fakadó genetikai komplexi-
tás is független markere a rossz prognózisnak [27], így az 
általunk alkalmazott, kombinált módszertani megközelítés 
segíthet kiszűrni a hagyományos értelemben komplex 
 kariotípust nem hordozó, mégis kedvezőtlen prognózissal 
rendelkező betegek egy részét. A komplex kariotípus a 
CLL prognózisának meghatározására használatos nem-
zetközi prognosztikus indextől (CLL-IPI) és a TP53-stá-
tusztól független jelzője a betegség kedvezőtlen kimene-
telének [11, 12, 28]. Ebből következően a sokszoros 
kópia szám-eltérést hordozó betegek azonosítása kiemelt 
fontosságú. A kombinált FISH és MLPA analízissel de-
tektált sokszoros eltérések klinikai jelentőségének meg-
ítéléséhez további, nagyobb esetszámú vizsgálat szük sé-
ges.

Az elmúlt években számos új gyógyszer jelent meg a 
CLL kezelésében, mint a BTK-gátló ibrutinib és acalab-
rutinib, a Bcl-2-gátló venetoclax, vagy a PI3K-gátló ide-
lalisib [29−32]. Ezen új és rendkívül hatékony terápiás 
modalitások megjelenése tovább növeli a komplex geneti-
kai eltéréseket hordozó esetek azonosításának jelentő-
ségét, ugyanis amellett, hogy ezen betegek esetében egy-
részt nem hatékony a standard kemo-immunoterápia, 
ibrutinibkezelés esetében is rosszabb prognózis várható, 
ellentétben az izolált del(17p)-vel [33, 34].

Az MLPA használata előnyös lehet a CLL sejtpopuláció 
összetételének terápia során végbemenő változásainak 
elemzéséhez is. Egyes kemoterápiás készítmények alkal-
mazása például a 2-es kromoszóma rövid karjának nyeré-
sét hordozó kemorezisztens szubklónok felszaporodásával 
jár [35], de jól ismert a TP53-aberrációkat hordozó szub-
klónok pozitív szelekciója is kemo-immunoterápia hatásá-
ra [36]. Az új célzott gyógyszerek alkalmazása során bekö-

vetkező genomikus kópiaszám-változások megismerése 
segíthet megérteni ezen készítmények által létrehozott 
szelekciós nyomásokat, illetve az ennek nyomán vég be-
menő klonális evolúciós folyamatokat. Vizsgálatunkban 
ibrutinibkezelt betegek mintapárjain több kromoszóma-
aberráció megjelenését és eltűnését is megfi gyeltük, ami 
felveti egy nagyobb beteganyagon, hosszabb követési idő-
vel elvégzendő tanulmány létjogosultságát.

Összességében az MLPA hasznos eszköze lehet a CLL 
diagnosztikájának és kutatásának. Hagyományos FISH 
vizsgálat mellett alkalmazva, azt kiegészítve egy átfogóbb 
képet szolgáltathat az entitás genetikai hátteréről mind a 
diagnózis idején, mind pedig a terápiás beavatkozást kö-
vetően, ezzel is hozzájárulva a betegek személyre szabott 
kezelésének esetleges jövőbeli javításához.

Nyilatkozat: A kézirat korábban más folyóiratban nem je-
lent meg, és máshova beküldésre nem került. A levelező 
szerző elolvasta a Hematológia−Transzfuziológia szerzői 
útmutatóját.
Anyagi támogatás: A közlemény megírásához kapcsolódó 
munkát a Nemzeti Kutatási, Fejlesztési és Innovációs 
 Hivatal − NKFIH K119950 és NVKP_16-1-2016-0004 pá-
lyázatai, az az Emberi Erőforrások Minisztériuma által 
nyújtott Új Nemzeti Kiválósági Program ÚNKP-17-4-III-
SE-9 pályázata, valamint a Magyar Tudományos Aka-
démia Lendület Programjának LP95021 pályázata támo-
gatta. A felhasznált szondakeverékeket az MRC-Holland 
bocsátotta a szerzők rendelkezésére.
Szerzői munkamegosztás: K. R. és A. D.: A bemutatott ta-
nulmány megtervezése. M. Z.: Betegminták gyűjtése. K. 
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