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Genomikus kopiaszam-eltérések sziirése
kronikus limfoid leukémiaban multiplex
ligaciofiiggo szondaamplifikacioval
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A kroénikus limfocitas leukémia klinikailag heterogén megjelenése genetikai diverzitassal parosul. Hazdnkban fluoresz-
cens #n situ hibridizacio terjedt el a betegekben eléforduld, prognosztikai jelentSséggel biré kiegyensulyozatlan abnor-
malitdsok analiziséhez. A jelenleg sziirt markerek alacsony szima miatt a médszer alabecsiilheti a vizsgalt leukémidas
sejtpopulacié genetikai komplexitdsit. Tanulmanyunkban a multiplex ligaci6fiiggd szondaamplifikacié hatékonysagat
vizsgaltuk genomikus kopiaszam-eltérésekkel jaré aberraciok kimutatdsahoz krénikus limfocitds leukémiaban. Tizen-
nyolc olyan beteg diagnéziskori mintéjat analizaltuk SALSA P037 és P038-as szondakeverékekkel, akikben a korabbi
diagnosztikai vizsgilat molekularis citogenetikai eltérést jelzett. Ot, ibrutinibterapiaban részesiilé betegnél kezelés
elbtt és azt kovetSen vett mintaparokat vizsgaltunk. Az eredmények egy részét fluoreszcens in situ hibridizaciéval vali-
déltuk. A két alkalmazott mddszerrel 6sszesen 63 aberricidt azonositottunk 18, célzott terdpidban nem részesiilé beteg
mintdjaban. A multiplex ligaciéfiiggé szondaamplifikdcié 59 eltérést tart fel, melybSl minden olyan aberraciét sikerrel
validéaltunk (n = 38), melyhez rendelkezésre allt fluoreszcens in situ hibridizaciés szonda. Utdbbi mddszerrel tovabbi 4
eltérés mutatkozott, melyek mintaban val6 reprezentéltsaga 20% alattinak bizonyult, ezért nem igazolédott MLPA-val.
Az 6t, ibrutinibterdpiaban részesiil6 beteg koziil két betegben jelent meg 1j kopiaszam-eltérés a kezelés megkezdése
utdni mintaban, egy esetben a kezelés el6tti mintaban azonosithaté aberraciok eliminalodtak a kezelés soran, két eset-
ben pedig egyaltalain nem mutatkozott abnormalitds a mintapirokban. Intézetiinkben beallitottuk a multiplex ligdcid-
figgd szondaamplifikiciét krénikus limfocitds leukémia vizsgalatahoz. A médszer hasznos eszkoze lehet ezen entitas
diagnosztikdjanak és kutatasinak. A jelenleg hasznalt technikakat kiegészitve teljesebb képet adhat a betegség genetikai
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Screening for genomic copy number alterations in chronic lymphocytic leukemia
using multiplex ligation-dependent probe amplification

Chronic lymphocytic leukemia is a clinically heterogeneous disease with diverse genetic background. In Hungary, fluo-
rescence in situ hybridization is usually applied to infer unbalanced abnormalities with prognostic significance. 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 amplification 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 $ patients receiving ibrutinib therapy. Results were validated by fluorescence in situ hy-
bridization. The two methods identified 63 aberrations in 18 patients not receiving targeted therapy. Multiplex
ligation-dependent probe amplification revealed 59 alterations and all of those were successfully validated for which
fluorescence in situ hybridization probes were available (n = 38). The 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 amplification for the investigation of chronic lymphocytic leukemia. The 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 efficient prognostic classifi-

cation of patients.
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Roviditések

CLL = krénikus limfocitis leukémia; CK = komplex kariotipus;
FISH = fluoreszcens in situ hibridizacié; MLPA = multiplex lig-
ci6fiiggd szondaamplifikicié; PCR = polimerdz lancreakcid

Az elmult évtizedek kutatdsai mélyrehatdan feltrtik a kii-
16nb6z6 malignus hematoldgiai betegségekhez asszocial-
tan megjelend genetikai és genomikai eltéréseket, ezzel
javitva a pontos diagnézis és prognoézis felallitasat, vala-
mint molekularis célpontokat azonositva a betegek célzott
kezeléséhez [1]. A leukémidk patogenezise gyakran komp-
lex folyamat, melyhez szimos genetikai abnormalitds tar-
sulhat, beleértve a DNS kdpiaszdm-valtozassal jaré aber-
racidkat is, bizonyos genomikus régiok hianyat (delécio),
tobbletét (gain), vagy éppen sokszorozddasat (amplifika-
cid) [2, 3].

A krénikus limfoid leukémia (CLL) a leggyakoribb fel-
néttkori malignus hematoldgiai betegség a fejlett orsza-
gokban, 100.000 lakosonként évente dtlagosan 5,8 Gjonnan
diagnosztizalt férfi, valamint 3,0 Gjonnan diagnosztizalt
néi beteggel [4, 5]. Hazankban mintegy 400-450 Gjonnan
diagnosztizalt eset fordul el6 évente [6]. A CLL progné-
zisa és klinikai lefolyasa rendkiviil valtozatos, egyes bete-
gek évekig-évtizedekig stabilak maradnak akar kezelés
nélkiil is, mig masokndl rovid idén beliil progrediél a be-
tegség, a diagndzis felallitdsa utan azonnali terapids be-
avatkozast igényelve. A betegek kiilonboz8 prognosztikai
csoportokba vald besorolisa mellett fontos az adott klini-
kai helyzetben prediktivnek szamité markerek alapos vizs-
galata is a kezelés megkezdése el6tt, mint példaul a TP53
gént érint6 defektusok sziirése ibrutinibkezelést megel6-

zG8en [7, 8]. Az elmult években szamos Uj célzott terapias
gyogyszer keriilt elfogaddsra a CLL kezeléséhez, melyek
egyes betegek szamadra jelentGs tdlélési elényt biztosit-
hatnak a standard kemo-immunoterapiaval szemben.

A betegek prognosztikai csoportokba sorolasihoz, il-
letve az optimalis kezelés megvalasztisdhoz a CLL sejtek
konvencionadlis- és molekuldris citogenetikai vizsgalatai
hasznos informacioét szolgaltathatnak, ugyanis a CLL-es
betegek mintegy 85%-aban taldlhat6 valamilyen citogene-
tikai eltérés [9]. A leggyakrabban el6fordul6 képiaszam-
eltérések a jo progndzissal tarsuld izolalt del(13q) (esetek
50-60%-aban), az intermedier prognézissal jar6 12-es
triszémia (+12; 12-25%), illetve a rossz prognozist meg-
hatérozé del(11q) (ATM) (10-20%) és del(17p) (TP53)
(5-10%) [9]. Ezeknek az eltéréseknek a kezelés elStti
vizsgalata a legijabb nemzetkdzi ajanlds szerint minden
esetben elvégzendd (1. tdbldzat) [10]. Az egyedi eltérések
mellett klinikai jelent8séggel bir az egyes aberracidk
egyiittes el6fordulasa is. Komplex kariotipus (CK, comp-
lex karyotype) esetén a betegben 3 vagy annal tobb kro-
moszémaaberracié detektalhat6, mely tipikusan rovidebb
diagnozis és elsd kezelés kozott eltelt idovel (TTFT, time
to first treatment), illetve teljes tuléléssel tarsul (OS, over-
all survival). Ezen feliil a CK el6re jelezheti a betegek
kezelésre adott kedvezétlen valaszat, még az Gj célzott te-
rapiak mellett is [11, 12], ezért napjainkban tovabbra is
valtozatlanul fontos a betegség genetikai hatterének at-
fogd diagnosztikai vizsgilata. A kordbban specifikusan
emlitett négy aberracié mellett, CLL-ben tovabbi vissza-
téré kiegyensilyozatlan eltérések is azonositasra keriiltek,
mint példaul a 6q, 8p, 9p és 10q kromoszémakarokat érin-
t6 deléciok; a 2p, 8q és 18q régidkat érintd tobbletek-
amplifikacidk; valamint a 19-es kromoszoma triszomidja.

1. tablazat | Kezelés megkezdése elétt elvégzendd genetikai vizsgalatok CLL-ben
Aberracio JelentGség Mobdszer Indikacié
del(11q) prognosztikus FISH minden kezelési vonal el6tt
del(13q) prognosztikus FISH minden kezelési vonal el6tt
del(17p) prognosztikus és prediktiv FISH minden kezelési vonal el6tt
+12 prognosztikus FISH minden kezelési vonal el6tt

Komplex kariotipus*  prognosztikus és prediktiv

G-séavos kariotipizalas

klinikai tanulmanyokban ajanlott

*3, vagy annal tobb kromoszéma aberracid egyiittes jelenléte
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Bar ezek prognosztikai jelentéségérdl jelenleg még kor-
latozott mértékben allnak rendelkezésre adatok, célzott
vizsgélatuk tobbek kozott segitheti a tobbszoros genetikai
eltérést hordozd esetek felderitését is [4, 13—15]. Szdmos
malignus hematolégiai kérképpel szemben CLL-ben a ki-
egyenstlyozott kromoszémaeltérések mint a kromoszé-
matranszlokiciok viszonylag ritkik, esetleges jelenlétitk
kedvezGtlen prognézissal tarsul [16].

A citogenetikai eltérések kimutatdsdnak hagyomanyos
mobdszere a G-savos kariotipus elemzés. CLL konvencio-
ndlis citogenetikai vizsgilatakor a leukémiis sejtek ala-
csony mitotikus aktivitdsa miatt B-sejtosztodast stimulalé
dgenst sziikséges a tenyésztd médiumhoz adni, melyet
tobb napos tenyésztés kovet. A moédszer egyéb diag-
nosztikai tesztekhez képest idGigényes és a metafazisok
elemzése nagy gyakorlatot kivan. A jelenlegi diagnosztikai
munkafolyamatban ezért elterjedtebb mddszer a célzott
fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) teszt, mellyel
azonban csak 3—4 genomikus 16kusz vizsgalhaté egyideji-
leg. A moédszer elénye, hogy alkalmas nagy mennyiségi
sejt gyors analizisére. A FISH hétranya, hogy a leggyakrab-
ban hasznalt kereskedelmi szondakitek bar t6bb 16kuszt
vizualizdlnak egyszerre, valéjaban egyetlen visszatérd
aberrici6 kimutatdsara fokuszalnak. A CLL-es betegek ge-
netikai hitterének diagnosztikai vizsgalatdhoz hatékonyan
hozzdjarulhatna egy olyan moédszer, mellyel nagyszamu
16kusz vizsgilhat6 egyidejileg, rovid atforduldsi idgvel.

Tanulmanyunkban célul tiiztiik ki egy a magyar hema-
toldgiai diagnosztikaban és kutatdsban jelenleg még korla-
tozott mértékben elterjedt technika, a multiplex ligacio-
fiiggd szondaamplifikici6 (MLPA) bedllitasait CLL-es
betegek klinikai mintdinak analiziséhez. A mddszerrel egy
reakciéban 55-60 genomikus régié kopiaszam-eltérései
vizsgalhat6ak. Tovabba célunk volt az eljards megbizhatd-
saganak elemzése FISH vizsgalattal sszevetve, végiil né-
hény ibrutinibterapiiban részesiilé betegben vizsgiltuk a
DNS koépiaszam-eltérések idébeli véltozasat a kezelés
fiiggvényében.

Moébdszer

Munkank soran a Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutat6 Intézetében, illetve a Dél-pesti Cent-
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rumkoérhdz — Orszagos Hematoldgiai és Infektoldgiai In-
tézetben az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) ajanlisa
alapjan diagnosztizalt CLL-es betegek mintait vizsgaltuk
[17]. Tanulményunkba 18 beteget vontunk be, akiknél a
diagnosztikai vizsgalatok sordn genetikai eltérést azono-
sitottunk FISH analizissel (#1-18). Tovabbi 5, ibrutinib-
terapidban részesiilé beteg esetében a kezelés el6tt és azt
kovetGen vett mintaparokat vizsgaltunk (#19-23).

FISH vizsgalathoz periférids vér és csontvelé mintdk-
bél nyert, Carnoy-oldatban fixalt sejteket hasznaltunk.
Az MLPA vizsgilathoz ezen fixalt sejtekbdl, illetve
EDTA-val antikoagulalt periférids vér mintakbdl ficoll
gradiens centrifugaldssal szeparalt mononuklaris sejtek-
b6l végeztiink DNS izoléldst High Pure PCR Template Pre-
paration Kit (Roche) segitségével, a gyartd utasitisainak
megfelelGen. Negativ kontrollnak klonalis malignus beteg-
séget nem hordozé mintdkbol izoldlt DNS-t hasznaltunk.

A tanulményunk tirgyat képezé MLPA technika els-
sorban képiaszam-eltérések vizsgalatira alkalmas félkvan-
titativ modszer, melynek sordn a minta DNS-specifikus,
vizsgalandé szakaszaihoz hibridizélt szondékat sokszoro-
zunk fel. A keletkezett PCR termékek hossz alapjin torté-
nd szétvilasztdsit és mennyiségi analizisét fluoreszcens
kapillaris elektroforézissel végezziik. Kiegyenstlyozatlan
eltérések vizsgilatakor az adott genomikus szakasz beteg-
mintdban 1év6 kdpiaszdmdira a keletkezett, 16kuszspeci-
fikus PCR termékek normal kontrollokhoz viszonyitott
relativ mennyiségébdl kovetkeztetiink. Delécid esetén az
adott genomikus poziciéban a normal referencia minta-
hoz képest kevesebb PCR termék keletkezik, tobbletamp-
lifikacid esetén az elvartnal tobb.

Vizsgalatainkhoz SALSA MLPA P037 CLL-1 és SALSA
MLPA P038 CLL-2 szondakeverékeket haszniltunk, me-
lyeket a gyarté6 (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia)
bocsatott rendelkezésiinkre. A P037-es és P038-as szon-
dakeverékek 41, illetve 35 genomikus célrégi6é kopiaszam-
vizsgalatira alkalmasak. A szondakeverékek részletes
Osszetételét a 2. tdbldzat tartalmazza. A reakci6 sordn ke-
letkez6 PCR termékek méret szerinti szeparildsit ABI
3500 (Applied Biosystems) kapillaris elektroforézis ké-
sziilékkel végeztikk. Az elektroferogramok analizisét és
a relativ kopiaszimok meghatirozdsit az ingyenesen el-
érhet§ Coffalyser.Net (www.mlpa.com) szoftverrel végez-

2. tablazat | A tanulmanyban genomikus képiaszam eltérések kimutatdsihoz hasznalt MLPA szondakeverékek
SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverék SALSA MLPA P038 CLL-2 szondakeverék
Vizsgalt gén Vizsgiltexon ~ Kromoszéma-  Szondahossz  Vizsgilt gén Vizsgiltexon ~ Kromoszéma-  Szondahossz
pozicié (bazispdr) pozicié (bazispar)
REL 7 2pl6.1 223 PTEN 5 10g23.31 368
REL 11 2plé6.1 292 PTEN 9 10g23.31 472
ALK 4 2p23.2 418 ATM 1 11q22.3 184
ALK 27 2p23.2 481 ATM 55 11g22.3 226
MYCN 2 2p24.3 178 RDX 11 11q22.3 281
MYCN 2p24.3 205 ATM 63 11q22.3 288
MYCN 2 2p24.3 247 ATM 13 11g22.3 373

HEMATOLOGIA-TRANSZFUZIOLOGIA

2018 = 51. évfolyam, 1. szam



EREDETI KOZLEMENY

2. tablazat | (folyt.)

SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverék SALSA MLPA P038 CLL-2 szondakeverék
Vizsgilt gén Vizsgilt exon ~ Kromoszéma- Szondahossz  Vizsgilt gén Vizsgiltexon ~ Kromoszéma-  Szondahossz
pozicié (bazispar) pozicié (bazispar)

MYCN 3 2p24.3 365 ATM 44 11g22.3 463
AIMI 2 6q21 436 PPP2RIB 4 11q23.1 338
SEC63 16 6921 445 CADM]1 1 11q923.3 361
TNFAIP3 9 6q23.3 211 CD27 3 12p13.31 142
TNFAIP3 2 6q23.3 493 STAT6 4 12q13.3 136
LATSI 4 6q25.1 457 HMGA2 2 12q14.3 418
IGF2R 3 6q25.3 235 PAH 4 12q23.2 240
PARK2 10 6926 352 IGF1 4 12q23.2 310
TNFRSFI10B 5b 8p21.3 241 RBI1 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 DLEUI1 down 13q14.2 381
MYC 3 8q24.21 281 DLEUI1 2 13q14.2 402
CDKN2B 2 9p21.3 228 RBI1 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 MTAI 3 14q32.33 445
CCND2 5 12p13.32 358 TPS53 1 17p13.1 166
CDK4 8 12q14.1 274 TPS53 2a 17p13.1 198
IFNG 4 12q15 217 TPS53 6 17p13.1 274
CHFR 4 12q24.33 400 TPS53 5 17p13.1 319
KCNRG 3 13q14.2 148 TP53 10 17p13.1 346
MIRISA 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
RBI1 21 13q14.2 382 AKT2 6 19q13.2 328
ATP7B 6 13q14.3 306 MIR498 1 19q13.42 427
DLEU7 1 13q14.3 373 COLI11AI1* 15 1p21.1 454
DLEU7 2 13q14.3 466 SERPINCI* 5 1g25.1 172
TPS53 4b 17p13.1 263 ZNF638* 2 2pl3.2 355
TPS53 7 17p13.1 286 SCNI1A* 12 2q24.3 211
TPS53 3 17p13.1 299 GBEI* 7 3pl2.2 500
TPS3 1 17p13.1 409 1L4* 1 5q31.1 130
COL11AI1* 29 1p21.1 136 GARS* 5 7p14.3 258
USH2A* 60 1q41 154 STX1A* 8 7ql1.23 294
EDAR* 3 2ql2.3 267 OPTN* 11 10p13 192
COL3AI* 32 2q32.2 451 RPGRIPI* 20 14q11.2 490
GBEI* 7 3pl2.2 500 SEMA7A* 15 15q24.1 436
SCNSA* 9 3p22.2 391 ABAT* 2 16p13.2 409
KLKBI* 3 4q35.2 184 CACNG2* 4 22q12.3 154
NIPBL* 5 5pl3.2 200

IL4* 1 5q31.1 130

KIAA0319* 22 6p22.3 427

COLSAI* 24 9q34.3 344

ABCC8* 14 11p15.1 328

SPGI11* 36 15q21.1 472

*Referenciaszonda
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Szonda- . Kromoszéma- Betegek
keverék Target gén —exon pozicié O o N ;< O N X
P S U JJ N
PO37 MYCN-2 2p24.3
P037 MYCN-2 2p24.3
P037 MYCN-3 2p24.3
P037 MYCN-3 2p24.3
PO37 ALK-27 2p23.2 N N -
P037 ALK-4 2p23.2 N N|G|G
P037 REL-7 2p16.1
P037 REL-11 2p16.1
PO37 AIMI-2 6q21
P037 SEC63-16 6021 m:.
P037 TNFAIP3-2 6q23.3
P037 TNFAIP3-9 6q23.3
P037 LATS1-4 6q25.1
P037 IGF2R-3 6025.3
P037 PARK2-10 6426
P037 TNFRSF108-5 8p21.3
P037 TNFRSF10A-1 8p21.3
P037 EIF3H-1 8q24.11
P037 MYc3 8q24.21
P037 Myc3 8q24.21
P037 CDKN2A-3 9p21.3
P037 CDKN28-2 9p21.3
P038 PTEN-5 102331
P038 PTEN-9 102331
PO38 ATM-1 119223 b DD DR N|(N|N|N[N|N|D I
P038 ATM-13 119223 b D D R N|N|N|N|N|N[D g
P037 ATM-14 11q22.3 D DD DA N| N[N N|N)N| D
P037 ATM-22 119223 b b D R N|N|N|N|N|N[D g
P038 ATM-44 119223 b b D CE N|N|N|N|N|NfD
P038 ATM-55 119223 b DD DR N|N|N|N|N|N[D g
P038 ATM-63 11223 D D D Ll N N[ N[N[N|N]|DJD
P038 RDX-11 119223 i o o Ll N N[ N[N[N|N|DJ
P038 PPP2R1B-4 11923.1
P038 CADM1-1 119233
FISH [CEP12] 12p11.1-q11 N|N|G[N|[G[N|N
P037 CCND2-5 12p13.32 B
P038 D273 12p13.31 B
P037 LRMP-21 12p12.1 B
PO38 STAT6-4 12q13.3 B
P037 CDK4-8 12q14.1 B
P038 HMGA2-2 12q14.3 B
PO37 IFNG-4 12q15 B
P038 IGF1-3 12q23.2 ]
P038 PAH-4 12q23.2 | ]
P037 CHFR-4 1224.33
P038 RB1-17 13q14.2
P037 RB1-21 13q14.2
P038 RB1-27 13q14.2
P037 FNDC3A-6 13914.2
PO38 DLEU2-11 13q14.2
P038 KCNRG-1 13914.2
P037 KCNRG-3 13914.2
P037 MIR15A-1 13914.2
P037 DLEU2-intr 1 13914.2
P038 DLEU1-2 13914.2
PO38 DLEUZ-intr 2 13914.2
P037 DLEU7-2 13143 N[N
PO37 DLEU7-1 13q14.3 N[N
PO37 ATP7B-6 13143 N[N
P038 ATP7B-4 13q14.3 N[N
PO38 AKT1-4 14932.33
P038 MTAL-3 1432.33
P038 KIAAO125-up 143233 [ |
PO38 TP53-10 17p13.1 NINEE O N NIBY NI N N [ o o o
P037 TP53-7 17p13.1 N~ ION o JIGN N~ NN N N [ o o o
PO38 TP53-6 17p13.1 N~ ICE o IGN N N JOE N IOE N N [ o o o
PO38 TP53-5 17p13.1 N[ NN o GN N NN NN N N [ o o o
P037 TP53-4b 17p13.1 NNEY oI N NI NN NN [l o o o
P037 TP53-3 17p13.1 N NN o IO N NN NN N N A o o o
PO38 TP53-2a 17p13.1 N~ N o JGE N NN N RN N N FM o o o
P038 TP53-1 17p13.1 N~ ICE o JIGN N N JOE N IOE N N FAlI o o o
P037 TP53-1 17p13.1 N NI oA N N N N N Mo o o
P038 CDKN2D-2 19p13.2
P038 LDLR-7 19p13.2
P038 CCNE1-12 1912
P038 AKT2-6 19913.2
PO38 MIR498-1 19q13.42 | ]
N negativ FISH mintdzat normadlis MLPA profil
G tobblet FISH alapjan tobblet MLPA alapjan
D delécid FISH alapjan idelécié MLPA alapjan

tik. Genomikus tobbletet 1,2-nél magasabb,
deléciot 0,8-nal alacsonyabb relativ kdpiaszam
esetén hatiroztunk meg.

A FISH vizsgéilatokat az alabbi szondédkkal
végeztilk: Vysis LSI ATM SpectrumOrange/
CEP 11 SpectrumGreen, Vysis TP53 Spectrum-
Orange/CEP 17 SpectrumGreen, Vysis D13S319
SpectrumOrange/13q34 SpectrumGreen, Vy-
sis CEP 12 (D12Z3) SpectrumGreen, Vysis
LSI MYC SpectrumOrange/SpectrumGreen,
Vysis ALK SpectrumOrange/Spectrum Green
(Abbott Molecular, Lake Bluff, USA), valamint
CDK4 SpectrumOrange/CEP 12 (D12Z3)
SpectrumGreen (Leica Biosystems, Newcastle,
UK). A mintianként 200 interfizisban 1évé sejt
FISH mintazatdnak elemzéséhez Nikon Eclipse
E600 epifluoreszcens mikroszképot és Lucia
Cytogenetics FISH (Laboratory Imaging, Pra-
ga, Csehorszag) képanalizalé szoftvert hasz-
naltunk.

Eredmények

MLPA vizsgalattal 6sszesen 59 aberraciét mu-
tattunk ki a 18 célzott terdpidban nem részesiilé
betegben. A diagnosztikiban specifikusan vizs-
galtdel(11q) (n=7), +12 (n=2), del(13q) (n =
12) és del(17p) (n = 7) aberriciékon feliil
c-MYC (n = 6) és ALK (n =3 ) tobbletet, illetve
egy részleges gain(12p)-t, valamint tovabbi 21
eltérést mutattunk ki 7 kilénb6zé kromo-
szémén. A leggyakoribb eltérések a 2p, 8p, 6q,
10q, 12p, 14q és 19p kromoszémarégiok tobble-
teit, valamint a 9p és 14q kromoszémarégiok
deléciobit foglaltdk magukba (1. dbra).

FISH analizissel sikeresen validiltunk 38,
MLPA-val azonositott eltérést, beleértve
del(11q), +12, del(13q), del(17p) aberracidkat,
valamint ALK, ¢-MYC és CDK4 géntobbleteket.
A FISH vizsgélat tovabbi pozitiv, del(11q) (n =
1), del(13q) (n = 2) és del(17p) (n = 1) jelen-
létére utal6 jelmintizatokat tart fel hirom
betegben, negativ MLPA eredménnyel tarsulva.
Ezekben az esetekben az aberriciét hordozé
sejtek aranya 20% alattinak bizonyult, ami nem
éri el az MLPA érzékenységi szintjét. Huszon-
egy, MLPA vizsgalattal azonositott aberrici6

1. dbra FISH és MLPA eredmények Osszefoglalisa. 18
CLL-es beteg diagnoéziskori mintdjat 76 MLPA
szondéval és 7 killonb6z6 FISH szondakittel vizsgal-
tuk. A vOros szin MLPA-val kimutatott tobbletamp-
lifikdciot, a kék delécidt jeldl, fehér cella esetén az
adott régioban nem volt MLPA-val kimutathatd
koépiaszam-eltérés. A ,G” FISH-sel kimutatott tobb-
letet, a ,D” deléciot jelol, ,N” jelolés esetén pedig
normalis FISH mintdzatot azonositottunk. A 12-es
kromoszéma esetében a FISH és MLPA szondak
célrégioi nem fedtek at, igy ezen kromoszéma ese-
tében a FISH eredményeket kiilon sorban jeloltiik
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MLPA FISH
n =59 n=42

#16 CEP11/ATM
8% 2G1R

#4 13934/13q14 18% 2G1R
#12 13q34/13q14 6% 2G1R

#4 CEP17/17p 9% 2G1R

2. 4bra FISH és MLPA technikdkkal kimutatott eltérések 6sszehasonlitdsa. A két modszerrel egyiitt Gsszesen 63 aberrdciét azonositottunk. Az
MLPA vizsgilat 59 képiaszam-eltérést fedett fel, amelybél 21 esetében FISH validdcié nem tortént megfelel szonda hidnyaban. FISH vizs-
galattal 42 eltérést azonositottunk, ebbdl 38 esetben MLPA-val is kimutatott eltérést validaltunk, 4 esetben viszont a FISH MLPA-val nem
észlelt kromoszomaeltérést azonositott. Ezen eltérések mintiban val6 ardnya <20% volt, igy az MLPA érzékenységi kiiszobét nem érte el

validalasara megfelel6 FISH szonda hidnydban nem keriilt | és 2. dbra szemlélteti. A két mddszerrel egyiittesen 63
sor. A FISH és MLPA eredmények Osszehasonlitasat az I. | aberrciot detektiltunk a 18 betegben, atlagosan 3,5 aber-
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3. 4bra MLPA és FISH moédszerekkel kimutatott, reprezentativ kopiaszam-eltérések a #3-as beteg mintajiaban. (A) A P037-es szondakeverékkel elvégzett MLPA

reakciot kovetGen a relativ kopiaszdmprofilon 8q tobblet, del(11q), del(13q) és del(17p) eltérések abrazolédnak. Az x tengelyen az egyes MLPA szonddk,
az y tengelyen azok relativ kopiaszama lathaté. A voros vonal feletti értékek kopiaszamtobbletre, a kék vonal alattiak pedig deléciora utalnak. (B) A minta
CMYC FISH vizsgalata sordn a vizsgilt régié szidm feletti kopiaszdmadra utal6 jelmintdzat mutatkozott a sejtmagok 90%-dban. A z6ld (SpectrumGreen)
szonda a 8q kromoszéma CMYC régiojat, a piros (SpectrumOrange) kontrollszonda pedig a 8-as kromoszéma pericentromerikus régiéjat jeloli. (C) FISH
vizsgilattal a 13q14 16kusz monoallélikus delécidjara utal6 jelmintazat volt megfigyelheté a sejtmagok 88%-dban. A piros szonda a 13q14 régiét, a zold
pedig a 13q34, telomer kozeli régiot jeleniti meg
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raciot eredményezve betegenként. Tizenhirom betegben
észleltiink legalabb 3 kromoszémat érinté kdpiaszdm-
eltérést, melyhez hasonlé komplexitast kizarélag MLPA
modszert haszndlva 11, mig FISH vizsgalattal csupan 2
betegben tudtunk volna azonositani. A 3. dbra egy repre-
zentativ, komplex genetikai eltérést hordoz6 betegben
mutatja be az MLPA és FISH altal kimutatott abnormali-
tasokat.

Az ibrutinibterdpia hatdsira megjelend klondlis evo-
lacids valtozasokat 5 kezelt beteg mintaparjain vizsgaltuk
SALSA MLPA P037 CLL-1 szondakeverékkel. Az els6
minta minden beteg esetében az ibrutinibkezelés megkez-
dése el6tti id6pontbdl szarmazott, a masodik minta 3 be-
teg esetében (#20, #22, #23) a kezelés 12., egy-egy beteg
esetében pedig a 8. (#21) és 3. haviban (#19) keriilt levé-
telre. A #19 beteg esetében a kezelés megkezdése el6tt
csupdn 8q tobblet és del(9p) volt kimutathat6, mig a keze-
lés harmadik hdnapjira a korabbi eltérések mellett 2p
tobblet, del(6q), del(8p), del(13q) és del(17p) is mutat-
kozott (4. dbra). A #20 és #22 betegekben a kezelés meg-
kezdésekor nem volt MLPA-val kimutathaté aberracio, és
ez az 4llapot mindkét esetben megmaradt, egy éves keze-
1ést kbvetSen is. A #21 beteg az ibrutinibkezelés elétt nem
hordozott MLPA-val kimutathaté aberriciét, a 8. havi
mintdban azonban del(13q)-t és del(17p)-t detektaltunk.
A #23 beteg esetében diagnéziskor del(11q) és del(13q)
volt kimutathatd, a 12. havi mintiban viszont nem
mutatkozott aberricié (4. dbra).

Megbeszélés

Tanulmanyunk soran a Semmelweis Egyetem I. sz. Pato-
logiai és Kisérleti Rakkutaté Intézetében beallitottuk az
MLPA mddszert CLL-ben szenvedd betegek genetikai
vizsgalatahoz. Osszevetettikk az MLPA és a FISH meg-
bizhatosagat és hatékonysagat a legfontosabb kromoszé-
maeltérések azonositasanak, illetve a to0bbszoros geneti-
kai eltérést mutaté esetek szlirésének tekintetében.
Végezetill, alkalmaztuk a technikat egy klinikai kutatds
szempontjabol aktualis kérdés vizsgalatara, az ibrutinib-
terapia alatt megjelené/dinamikusan valtozé kdépiaszam-
eltérések tanulmanyozasara.

Az MLPA el6nye, hogy i) DNS mintan elvégezhetd, igy
nem igényel sejttenyésztést vagy intakt sejtmagokat;
ii) hosszu ideig tarolt mintak, akar formalin-fixalt és paraf-
finba agyazott anyagok vizsgalatira is alkalmas [18];
iii) 55-60 DNS szakasz is vizsgalhat6 vele egyidejileg;
iv) exonszinti feloldast tesz lehet6vé, mivel a cél régidk-
hoz kapcsol6dd szonddk hossza altalaban csupan 55-
80 bp kozotti; v) 24 6ran beliil eredményt szolgaltat; vi)
akar 96 lyuku plate-ekben is kivitelezhetd; és vii) az elvég-
zéséhez sziikséges eszkozok (PCR- és kapillaris elektrofo-
rézis késziilék) a legtobb molekularis genetikai laboratdri-
umban rendelkezésre allnak, igy a mddszer beallitisa nem
igényel nagyszabasu beruhazast. Ebbdl kovetkezben az
MLPA a hazai onkohematoldgiai kutatas és diagnosztika
széles korben hasznalatos, hasznos vizsgalé modszerévé
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valhat [19]. Mindezek mellett a vizsgilt mintidkban ala-
csony aranyban reprezentalt szubklonalis citogenetikai el-
térések kimutatdsara tovabbra is a FISH a legalkalmasabb
modszer, tovabba el6fordulhat szimos olyan komplex kro-
moszémaeltérés, illetve kiegyensilyozott dtrendezédés,
melyek kimutatdsira még mindig a G-savos kariotipizalas
és/vagy a FISH a megfelel§ eljaras.

Eredményeink nagymértékben megegyeznek a nem-
zetkozi irodalomban publikélt tapasztalatokkal, miszerint
genomikus kdopiaszam-eltéréseket CLL-ben vizsgilva az
MLPA és FISH eredmények erés korreldciét mutatnak,
amennyiben az aberricidkat hordozé sejtek ardnya a min-
tdban eléri/meghaladja az MLPA 20-25%-o0s érzékeny-
ségi szintjét [20-22]. Vizsgilatunk sorin csupan négy
esetben fordult el6 diszkrepancia a két metodika k6zott,
a kérdéses aberracié ardnya valamennyiszer 20% alattinak
bizonyult. A diagnosztikai munkafolyamat soran a mintak
tisztasiga altaldban meghatdrozasra keriil dramlési cito-
metridval, alacsony CLL-es sejtardny esetén pedig a leu-
kémias sejtek magneses sejtszeparalassal dusithatok. Ezen
megfontoldsok figyelembevételével biztonsiggal észlel-
het6k a CLL sejtpopulaciéban uralkodd, domindns el-
térések. Természetesen, az MLPA detektdldsi kiiszobét
el nem érd, szubklondlis aberraciék dusitast kovetden is
rejtve maradhatnak.

Az MLPA el6nye a FISH modszerrel szemben, hogy
egy reakcidban akir 55-60 kiilonboz8 célrégid is vizs-
galhato, ezéltal a minta genetikai komplexitasa atfogdb-
ban feltérképezheté. Mivel kiegyenstlyozatlan aberra-
ciok FISH mddszerrel vald vizsgilatahoz az érintett
célrégiot vizualizalé szonda mellett, ugyanazon kromo-
széma tobbnyire intakt szakaszihoz kapcsolodd, tgy-
nevezett kontrollszonda is hasznalatos, FISH analizissel
minden genomikus aberrici6 vizsgélatat tipikusan kiilon
szokas elvégezni, dedikalt szondapar segitségével. Ez ala-
csony ateresztGképességii és viszonylag koltséges vizsgala-
tot tesz lehetévé, melynek kovetkeztében a rutin diag-
nosztikai analizis dltaliban néhany aberricié vizsgilatira
korlatozédik [9, 10], potencidlisan aldbecsiilve a minta
genomikai komplexitdsat. A rutin FISH panel részét nem
képez6é kromoszomik eltéréseinek specifikus jelentGsé-
gére példa a del(6q), mely egy kozelmultbeli kdzlemény
alapjan kedvezétlen prognézist jelez, illetve a potencidlis
terapids célpontot jelentd, FOXO3 transzkripcids faktor
alacsony expresszidjaval tarsul [23].

FISH analizissel legjobb esetben is csupan a 20-50 kilo-
bazisndl hosszabb DNS szakaszokat érintd eltérések vizs-
galhat6k biztonsiggal [24], mely miatt rejtve maradhatnak
ennél a nagysidgrendnél kisebb kiterjedésii aberriciok,
ugymint exonszint{i mikrodelécidk, példaul a 13q és 11q
kromoszémakarokon [22, 25]. Az MLPA dltal nyyjtott
nagyobb felbontés jelentGségére j6 példa a del(13q) anali-
zise, mely eltérés izolalt jelenléte kedvezd prognézissal
tarsul, viszont azon betegek esetében, akiknél az RBI gén
nem érintett, hosszabb TTFT figyelhet6 meg az RBI delé-
ciét hordozd betegekhez képest [26]. Vizsgilatunkban
12 beteg esetében mutattunk ki del(13q)-t MLPA-val,
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ebbdl 4 esetben az RBI gén érintetlen volt, egy esetben
pedig csak részleges delécié volt megfigyelhets. Hagyo-
manyos FISH vizsgalattal ez a két alcsoport nem lett volna
elkiilonithetd.

Munkdank sordn MLPA-val szdmos olyan kdpiaszam-
eltérést is felfedtiink, melyek kizardlag FISH alkalmazdsa
mellett rejtve maradtak volna. A mindkét moédszerrel
vizsgalt betegek 72%-4ban (13/18) mutattunk ki legalabb
3 aberraciét, ami jelentGsen magasabb ardny a komplex
kariotipus irodalomban ko6z6lt, koriilbelil 20%-os el6-
fordulasihoz képest [27]. Ennek oka egyrészt abban kere-
sendS, hogy az MLPA és a FISH 06sszehasonlitisidhoz
technikai jellegl tanulmanyunkba olyan betegeket von-
tunk be, akiknél valamely diagnosztikai FISH vizsgalat
pozitiv eredménnyel zarult, masrészt a komplex kario-
tipus egy konvencionilis citogenetikai fogalom, mely mi-
nimum 3-10 megabazis kiterjedésd aberricidk egyiittes
jelenlétére utal. Az altalunk kimutatott, esetenként révid
szubkromoszomalis vagy akar exonszinti aberricidk
G-savos kariotipus elemzéssel nem detektilhaté eltéré-
sek. Ebbdl kovetkezGen a tanulményunkban azonositott,
legalabb 3 genetikai eltérést hordozd betegek egy része
valéjaban nem rendelkezett komplex kariotipussal. Mind-
azondltal jelenlegi ismereteink szerint a szubkromoszo-
malis képiaszam-eltérésekbdl fakadd genetikai komplexi-
tas is fliggetlen markere a rossz prognoézisnak [27], igy az
altalunk alkalmazott, kombinalt médszertani megkozelités
segithet kiszlirni a hagyomanyos értelemben komplex
kariotipust nem hordoz6, mégis kedvezdtlen prognozissal
rendelkezd betegek egy részét. A komplex kariotipus a
CLL prognoézisinak meghatdrozasira hasznilatos nem-
zetkozi prognosztikus indextSl (CLL-IPI) és a TPS53-sta-
tusztol fiiggetlen jelzéje a betegség kedvezdtlen kimene-
telének [11, 12, 28]. Ebbdl kovetkezGen a sokszoros
képiaszam-eltérést hordozd betegek azonositisa kiemelt
fontossdgld. A kombinalt FISH és MLPA analizissel de-
tektalt sokszoros eltérések klinikai jelentségének meg-
itéléséhez tovabbi, nagyobb esetszamu vizsgailat sziiksé-
ges.

Az elmult években szdmos 4j gyégyszer jelent meg a
CLL kezelésében, mint a BTK-gatl6 ibrutinib és acalab-
rutinib, a Bcl-2-gatl venetoclax, vagy a PI3K-gatld ide-
lalisib [29-32]. Ezen 1j és rendkiviil hatékony terdpias
modalitasok megjelenése tovibb noveli a komplex geneti-
kai eltéréseket hordozd esetek azonositisanak jelent-
ségét, ugyanis amellett, hogy ezen betegek esetében egy-
részt nem hatékony a standard kemo-immunoterdpia,
ibrutinibkezelés esetében is rosszabb prognézis varhato,
ellentétben az izolalt del(17p)-vel [33, 34].

Az MLPA hasznélata el6nyds lehet a CLL sejtpopulacié
Osszetételének terdpia sorin végbemend valtozasainak
elemzéséhez is. Egyes kemoterdpids készitmények alkal-
mazdsa példdul a 2-es kromoszéma rovid karjanak nyeré-
sét hordoz6 kemorezisztens szubklonok felszaporoddsaval
jar [35], de jol ismert a TP53-aberraciokat hordoz6 szub-
klénok pozitiv szelekcidja is kemo-immunoterdpia hatdsa-
ra [36]. Az Gj célzott gyogyszerek alkalmazasa soran beko-
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vetkez6 genomikus képiaszdm-véltozdsok megismerése
segithet megérteni ezen készitmények altal létrehozott
szelekciés nyomadsokat, illetve az ennek nyomdan végbe-
mend klondlis evolicids folyamatokat. Vizsgilatunkban
ibrutinibkezelt betegek mintaparjain t6bb kromoszéma-
aberricié megjelenését és eltlinését is megfigyeltiik, ami
felveti egy nagyobb beteganyagon, hosszabb kovetési id6-
vel elvégzendd tanulmdny létjogosultsigat.

Osszességében az MLPA hasznos eszkoze lehet a CLL
diagnosztikdjanak és kutatisinak. Hagyomanyos FISH
vizsgélat mellett alkalmazva, azt kiegészitve egy atfogdbb
képet szolgaltathat az entitis genetikai hatterér6l mind a
diagnoézis idején, mind pedig a terdpids beavatkozast ko-
vetGen, ezzel is hozzdjirulva a betegek személyre szabott
kezelésének esetleges jovibeli javitisahoz.

Nyilatkozat: A kézirat korabban mas foly6iratban nem je-
lent meg, és mashova bekiildésre nem keriilt. A levelez6
szerz6 elolvasta a Hematologia—Transzfuzioldgia szerz6i
utmutatojat.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasahoz kapcsolodo
munkit a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovacios
Hivatal — NKFIH K119950 és NVKP_16-1-2016-0004 pa-
lyazatai, az az Emberi Er6forrasok Minisztériuma altal
nytjtott Uj Nemzeti Kivalésagi Program UNKP-17-4-111-
SE-9 palyazata, valamint a Magyar Tudomanyos Aka-
démia Lendiilet Programjanak LP95021 palyazata timo-
gatta. A felhasznalt szondakeverékeket az MRC-Holland
bocsatotta a szerz6k rendelkezésére.

Szerz6i munkamegosztds: K. R. és A. D.: A bemutatott ta-
nulmany megtervezése. M. Z.: Betegmintak gydjtése. K.
R.,P.G,K.Sz,K. L., G.A,N.N,, B. B,, M. Z., B. Cs. és
A. D.: A kisérletek kivitelezése és értékelése. B. Cs. és A.
D.: A tanulmannyal kapcsolatos vizsgalatok koordinaldsa
és feltigyelete. K. R., B. Cs. és A. D.: A kézirat elkészitése.
A cikk végleges valtozatat valamennyi szerz6 elolvasta és
jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerz6knek a kozleményhez kapcsol6do
kozvetlen érdekeltségeik nincsenek.
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