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1. Bevezetés

A plazmasejtes mieloma (plasma cell myeloma - PCM) terminalisan differencialt, malignusan
atalakult B-sejtek koros mértekli felszaporodasaval jaro, jelenleg gyogyithatatlan
onkohematologiai betegség. Masodik leggyakoribb hematoldgiai malignomaként a PCM az
Osszes daganatos betegség 1-2%-at teszi ki. A kiillonb6z6 molekuléris genetikai technologiakkal
végzett tanulmanyok eredményei alapjan mara egyértelmiien igazolddott, hogy a jellegzetes
tiinetekkel és célszerv karosodasokkal jaro korkép minden esetben egy pre-malignus allapotbol,
az un. bizonytalan jelentéségii monoklonalis gammopatiabol (monoclonal gammopathy of
undetermined significance, MGUS) fejlédik ki egy tiinetmentes stadiumon, az un. parazslo
(smouldering) mieloma (SMM) allapoton keresztiil. A korlefolyas végsé fazisaban a sejtek
fiiggetlenitik magukat a csontveldi mikrokornyezettél és a periférias vérbe jutva plazmasejtes
leukémia (PCL) vagy - egyéb lokalizacioban szaporodva - extramedullaris betegség alakulhat
ki (EMD), mely egyiitt jar az érintett szerv funkcionalis karosodasaval. A mar kifejlodott PCM
klinikai megjelenése ¢és lefolyasa az egyes terapids vonalakra adott valasz és a varhato tilélés
vonatkozasdban igen heterogén képet mutat. Az immunmodulénsok, proteaszoma gatlok ¢és
monoklonalis antitestek kombinacids, illetve szekvencidlis alkalmazasaval egyre mélyebb és
tartosabb terapias valasz érhetd el a betegek egyre szélesebb korében. Ennek koszonhetden
novekszik a 10 évnél hosszabb teljes tulélést mutatdk aranya (kiilondsen az autolog atiiltetésen
atesett, alacsony rizikoju betegek kozott), ugyanakkor a betegek koriilbeliil 20%-anal tovabbra
is csupan 2 évnél rovidebb tulélés varhato.

A molekularis bioldgiai technikak fejlédésének koszonhetden igazolodott, hogy a PCM
nem csak klinikai megjelenésében és korlefolyasaban, de genetikailag is igen heterogén,
komplex betegség. A PCM valtozatos genetikai hatterére jellemzbek a reciprok kromoszéma
transzlokaciok, a kiegyensulyozatlan genetikai aberraciokhoz vezetd szambeli és szerkezeti
(strukturalis) kromoszoma tobbletek, illetve hianyok, valamint a pontmutaciok. A tumorgenezis
korai szakaszaban az elsddleges genetikai eltérésként azonositott, IGH gént érint6 reciprok
transzlokaciok, illetve a jellemzden paratlan szamu kromoszomak triszomidival jard
hiperdiploiditas jatszanak alapvetd szerepet. A betegség progresszidjat a random modon
halmoz6do, a csontveldi mikrokornyezet, illetve a terapia altal befolyasolt klonalis szelekcio

révén fennmarado, masodlagos (szekunder) genetikai eltérések segitik eld (1. abra).
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1. dbra A plazmasejtes mieloma kialakulasa és progresszidja.

A plazmasejtes mieloma klinikailag jol elkiilonitheté stddiumokon keresztiil fejlodik. A tumor iniciacidja a
centrum germinativumban antigén epitdp hatasara IGH-génjiikben szomatikus hipermutacion és izotipus valtason
atesett B-sejtek malignus transzformacioja révén alakul ki, ami primer genetikai aberraciok megjelenésével jar
egylitt. Bizonyos csiravonal (germline) mutaciok jelenléte daganatos atalakulds iranti fokozott hajlammal tarsul.
A primer aberraciok klonalis jellege a korlefolyas soran jellemzden nem valtozik. A progresszio folyamatat (piros
villammal jel6lve) fokozodd genomikus instabilitdshoz vezetd sorozatos, random modon szerzett szekunder
aberraciok vezérlik. A betegség eldrehaladtaval a mielomas sejtpopulaciéo genomikus komplexitasa fokozodik, a
sejtek fiiggetlenitik magukat a csontvel6i mikrokornyezettdl és plazmasejtes leukémia alakul ki. A tumor eltéré
genetikai aberraciok érintettségével jellemezhet6 szubklonalis Osszetétele valtozik a korlefolyas soran, amit az
egyes stadiumok kozotti szinatmenetek jeleznek. MGUS: bizonytalan jelentéségli monoklonalis gammopatia;
SMM: parazslé (smouldering) mieloma; PCM: plazmasejtes mieloma; PCL: plazmasejtes leukémia; IGH:
immunglobulin nehézlanc gén.

Beteg-, illetve betegségspecifikus klinikai tényezok mellett az észlelt genetikai eltérések
kimenetelt befolyasold szerepét szamos vizsgalat igazolta. Bar tobb aberracié prognosztikus
jelentdsége még nem ismert, vannak bizonyos visszatérd kromoszomalis eltérések, melyekrdl
egyértelmiien bebizonyosodott, hogy kedvezétleniil befolyasoljak a betegek ttlélési esélyeit. A
Nemzetkézi Mieloma Munkacsoport 2014-ben publikalta az atdolgozott stadium besorold
rendszerét (R-1SS), mely csupan 3 magas rizikoju eltérés vizsgalatat koveteli meg (gymint a
t(4;14), a t(14;16) és a del(17p)). A PCM-hez tarsul6 genetikai eltérések azonban ennél joval
komplexebb képet mutatnak, az egyidejiileg megjelend aberraciok kiilonbozé betegekben
mutatkozé kombinécioi eltéré modon arnyalhatjak a varhato tulélést.

Mig kariotipizalassal a betegek mintegy 30-40%-aban mutathat6 ki valamilyen genetikai
eltérés, nagyobb felbontasu és érzékenyebb modszerekkel (pl. fluoreszcens in situ hibridizacio
(FISH), génexpresszios vizsgalatok, DNS microarray-alapi vizsgalatok, 1j-generacios
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szekvenalas) az esetek kozel 100%-aban detektalhatdé valamilyen aberracio. A
kromoszdmalisan ¢és szubkromoszémalisan kialakulo strukturalis, illetve mennyiségi eltérések
(specifikus transzlokaciok, kopiaszam valtozassal jard eltérések, kiilonbozo jelatviteli utak
génjeinek szomatikus mutéacioi) szdmos variaciéban fordulhatnak el6 az egyes betegekben. Az
egyes abnormalitdsoknak, illetve azok kombinacidinak kimutatasa segiti a PCM-ben szenvedd

A PCM diagnosztikajaban széleskorben elterjedtek az interfazisban 1évo sejtek magjain
végzett célzott FISH vizsgalatok. FISH tesztekkel rutinszerien azonban csak kettd, ritkabban
harom kromoszomalis lokusz vizsgalhatd egyidejiileg. Emellett a tesztek egy részénél az
eredmény helyes értelmezéséhez ugynevezett kontroll szonda hasznalata is sziikséges, mellyel
a vizsgalni kivant région kiviil, ugyanazon kromoszoéma egy tavoli szakasza is lathatova teheto,
ez azonban tovabb csokkenti az egyidejiileg vizsgalhato valos célrégiok szamat. A multiplex
ligacié-fiiggd szonda amplifikacio (MLPA) egy olyan modszer, mely akar 55-60 kiilonb6zo
kromoszémalis 16kusz kopiaszam eltéréseinek egyidejli célzott vizsgalatat teszi lehetévé. A
modszer nem nyUjt lehetdséget egyedi sejtek vizsgalatara és megbizhaté hasznalatdhoz
legalabb 25-30%-o0s tumor sejt tisztasag sziikséges, ugyanakkor exon szintli genomikus
felolddsa meghaladja a FISH tipikus, 100 kilobazis - 1 megabazis nagysagrendi
feloldoképességét, €s a FISH-hez hasonloan 24 6ran beliil eredményt szolgéltat. Az MLPA uj-
generacios szekvenalassal kombinalt valtozata a digitalis MLPA, mellyel az MLPA-hoz képest
egy nagysagrenddel nagyobb szamu genomikai lokusz vizsgalhato egyidejiileg. Eldnyei
ellenére az MLPA ¢és a digitalis MLPA széleskorli alkalmazasa a hazai hematologiai
diagnosztikdban jelenleg még varat magara.

A PCM-ben visszatérd modon megjelend aberraciok koziil molekuldris citogenetikai
modszerekkel a t(4;14), t(11;14) és t(14;16) transzlokaciok, valamint a 13-as kromoszoma
abnormalitdsai és a TP53 gén hidnya a legintenzivebben vizsgélt eltérések. Mig ezeknek az
aberracioknak bioldgiai é€s/vagy prognosztikai jelentOségiik meggy6zden bizonyitott,
vizsgalataink idején erdsen korlatozott mértékli informacid allt rendelkezésre az egyes
eltéréseknek a betegség kialakuldsa soran valdé megjelenési idejére és sorrendjére vonatkozodan.
Az irodalomban elérheté adatok tobbsége csupan kozvetett bizonyitékokon alapult, leginkabb

a betegség kiilonbozo fazisaiban kimutathato eltérések gyakorisagat figyelembe véve.



2. Célkituzés

A PCM-ben szenvedd betegek — gyakran a kezelési stratégiat is befolyasold — pontosabb rizikod
besoroldsdhoz korszerli, atfogd genetikai karakterizalds sziikséges, ami nagyszamu
kromoszomalis 16kusz célzott analizisével lehetséges. Célként tliztiik ki olyan modszerek
tesztelését, mellyel ez a feladat a hazai klinikai diagnosztikédban redlisan megoldhato. Emellett

vizsgalni kivantuk a PCM patogenezis¢hez tarsul6 klonalis evolucids folyamatokat is.
2.1. DNS kopiaszam eltérések sziirése MLPA technikaval

Teszteltiik az MLPA modszer hatékonysagat egy olyan szondakeverékkel, mely a PCM-ben
jellemzéen mutatkozo, DNS képiaszam valtozassal jard aberraciok analizisét 42 genomikus
lokusz egyidejii vizsgalataval teszi lehetové. Az MLPA eredményeket Osszevetettiik ¢és

validaltuk FISH technikaval nyert adatokkal, feltérképezve a mddszer elonyeit €s limitacioit.
2.2. DNS kopiaszam eltérések kimutatasa digitalis MLPA technikaval

Vizsgaltuk a digitdlis MLPA modszert PCM-ben szenvedd betegek diagnosztikai mintaiban
megjelend DNS kdpiaszam eltérések felderitésében, az eredményeket 6sszevetettik MLPA ¢és
FISH vizsgéalatokkal nyert adatokkal. A digitdlis MLPA el6nyeinek ¢és korlatainak

meghatarozasa mellett a modszer altal biztositott magas ateresztOképességet is teszteltiik.
2.3. Pontmutacio specifikus kimutatasa digitalis MLPA technikaval

A digitalis MLPA elvileg alkalmas ismert pontmutaciok specifikus kimutatasara is, ezért
teszteltiik a modszer alkalmassagat a PCM-ben szenvedd betegek 4-10%-aban megjelend,

FVGOOE

terapias célpontként hasznalhato6 BRA mutacid kimutatasara.

2.4. Molekularis citogenetikai vizsgalatok Baranya és Tolna megye PCM-es betegein

Osszesitettiik azoknak a PCM-ben szenvedd betegeknek a molekuldris citogenetikai
eredményeit, akiknek az elmult évtizedben diagnosztikus mintai érkeztek a PTE Pathologiai
Intézetébe Baranya, illetve Tolna megyébdl. A FISH és MLPA modszerrel nyert eredmények
Osszehasonlitdsaval fel kivantuk fedni az egyes technikdk altal nyujtott valds hozziadott
értékeket, mely segitheti a diagnosztikai munkafolyamat hatékonyabba tételét.

2.5. Klonalis evolucio vizsgalata egyedi sejt szinten

A PCM patogenezisét kisérd klonalis evolucios folyamatokat egyedi sejt szinten vizsgaltuk
FISH modszerrel annak érdekében, hogy felderitsilk az egyes abnormalitasok megjelenési
sorrendjét, illetve informaciot nyerjiink a betegség patogenezisének korai szakaszaban

megjelend aberracidknak a betegség inicialasdban betoltott lehetséges szerepérol.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Mintak

Tanulményainkba dontéen a PTE Klinikai Kozpont 1. sz. Belgydgyaszati Klinika Hematologia
Tanszékén rosszindulata plazmasejtes megbetegedéssel diagnosztizalt betegeket vontunk be. A
betegek talnyomo tobbségénél csontveldi mintat vizsgaltunk, néhany betegnél periférids vér
allt csak rendelkezésre. Negativ kontrollként malignus betegségben nem szenvedd betegek és
egészséges Onkéntesek csontveld, illetve periférids vérmintdit hasznaltuk. A diagnosztikus
vizsgalatok a PTE Pathologiai Intézetében torténtek, a genetikai vizsgalatok egy részét a
Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetével, valamint a Leiden

University Medical Center Molekularis Sejtbioldgiai Intézetével kollaboracidban végeztiik.

3.2. Plazmasejt arany meghatarozas és plazmasejt dusitas
Az immunfenotipusos karakterizalast Otszinli aramlasi citometraval, CD45-PerCP-Cy5.5,
CD19-PE-Cy7, CD38-FITC, CD138-APC és CD56-PE markerekkel végeztiik. 20% alatti

plazmasejt arany esetén magnes gyongy0s dusitast végeztiink CD138 expresszio6 alapjan.

3.3. Multiplex ligacio-fiiggd szonda amplifikacio

Az MLPA reakciokhoz SALSA P425-A1 szondakeveréket (MRC-Holland, Amszterdam)
hasznaltunk a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A szondak 42, PCM-ben visszatér6 modon
érintett kromoszomalis régiot fedtek le: 1p32 (FAF1, CDKN2C, PLPP3 és DAB1 gének), 1p21,
1g21.3 (CKS1B gén), 1q23.3, 5q31.3, 12p13.31, 13q14 (RB1 és DLEU1/DLEU2 gének), 16q12
(CYLD gén), 1623 (WWOX gén) és 17p13 (TP53 gén).

3.4. Digitalis multiplex ligacio-fiiggo szonda amplifikacio

Digitalis MLPA vizsgalatainkhoz a D006 szondakeveréket (MRC-Holland) hasznaltuk. A
szondakeverék (i) 268 target specifikus, elsdsorban visszatérd szubkromoszomalis DNS
kopiaszam eltérések detektalasara fejlesztett szondat tartalmazott, ezenkiviil (ii) egy szondat a
BRAFY8E mutacié specifikus kimutatasara, (iii) 105 referencia szondat, melyek aberraciok
altal jellemzdéen nem érintett régiokhoz hibridizaltak, valamint (iv) 128 bels6é kontroll szondat
minta azonositas és mindség ellenérzés céljabol. A referencia szondak lehetévé tették a nyert
adatok normalizalasat, illetve a target specifikus szonddk egy részével egylitt hasznalva
segitették a teljes kromoszoma eltérések azonositasat, lefedve minden kromoszéma centromer
¢és telomer kozeli régidit, valamint a kromoszoma karok kozépsdé tartomanyat. A digitalis

MLPA moédszer egyes 1épéseit a 2. dbra szemlélteti.



A. Denaturacio és hibridizacio
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Random szekvencia
T Minta DNS
Célszekvencia

B. Ligalas és minta azonosité kod hozzaadasa

[llumina P5 primer kotéhely

Read] primer kétohely

Minta azonositd kod
Ligaz

Célszekvencia
C. Amplifikacio

I o e
I ——

[llumina P7 primer —~——
[llumina PS5 primer

D. Szekvenalas

Read hossz:115nt ——
(25nt < bal oldali oligonukleotid) Read 1 primer

E. Read szamlalas és relativ kopiaszam meghatarozas

Abszolut read szam Relativ kopiaszam
Mintak Mintak

Ml M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 | M4 M5

szl 964 534 955 1009 978 sz1 0.95 0.51 096 | 1.01 0.98

sz2 1016 498 1063 1021 953 sz2 1.03 0.48 1.06 | 1.02 0.95

= sz3 983 523 977 965 1031 'ﬁ sz3 0.98 0.54 098 | 097 1.03
'g sz4 967 1078 989 1453 1098 ‘g sz4 0.97 1.08 0.99 1.46 1.10
] sz5 1097 988 1047 1567 948 ] sz5 1.10 0.99 1.05 1.59 0.95
7 |sz6 959 1011 | 1081 1502 991 7 sz6 | 096 | 1.01 1.08 1.46 0.99
sz500| 1032 992 1055 994 1027 52500 1.06 0.96 1.06 ‘ 0.99 1.03

2. abra A digitalis multiplex ligacio-fiiggé szonda amplifikacié menete.

A technika a hagyomanyos MLPA els6 1épésein alapul, a szondakbol létrehozott PCR termékeket azonban nem
hosszuk alapjan azonositjuk, és mennyiségiiket nem kapillaris gélelektroforézissel hatarozzuk meg, hanem uj-
generacios szekvenalassal vizsgaljuk az egyes PCR termékek nukleotid sorrendjét, majd az egyes szondakat
(genomikus lokuszokat) reprezentalo szekvenalasi *read’-ek szamabol (abszolat read szam), kétlépesés (mintan
beliili és kontroll mintakhoz viszonyitott) normalizalast kovetden hatarozzuk meg a vizsgalt genomikus régiok
relativ kopiaszamat. A teljes szondak végein P7 és PS5 primer ko6tdhelyek vannak, melyek a megfeleld primerekkel

valé amplifikacion til a termékek barmely Illumina platformon vald szekvenalasat is lehetévé teszik.
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3.5. Piroszekvenalas

A BRAF gén V600E mutacidjanak validalasat PyroMark Q24 miszerrel (Qiagen GmbH,
Hilden, Németorszag) végeztiik a gyarto utasitdsainak megfeleléen. A reverz irdnyban végzett
szekvenalas normal mintakban vad tipusi CAC szekvenciat, BRAFY9%F mutacio esetén pedig

CTC genotipust eredményezett. A nyert adatokat PyroMark Q24 szoftverrel értékeltiik.

3.6. Digitalis droplet PCR

A BRAFV®E mutacio jelenlétének magasabb érzékenységii validalasahoz digitalis droplet
PCR-t alkalmaztunk. BRAF specifikus assay-k segitségével vizsgaltuk a vad tipust és mutans
allélokat. A dropleteket QX200 Droplet Generatorral allitottuk eld, a detektalast QX200
Droplet Digital PCR rendszerrel végeztik (Bio-Rad, Hercules, USA). Az eredmények
értékeléséhez a Bio-Rad QuantaSoft szoftvert hasznaltuk.

3.7. Fluoreszcens in situ hibridizacio

Kétszinii jeloléssel vizsgaltuk a -13/del(13q)-t, a del(17p)-t és az immunglobulin nehézlanc
(IGH) gént érint6 atrendezddéseket, utdbbi pozitivitasa esetén pedig harom specifikus IGH
transzlokaciot, ugymint a t(4;14)(p16;q32), a t(11;14)(q13;q32) ¢és a t(14;16)(q32;923)
atrendezddéseket. Az 1-es kromoszoma abnormalitdsait kereskedelemben elérhetd szondéaval
¢és altalunk létrehozott, 1p32.2, 1p21 és 1921 régiodkra specifikus szondakkal vizsgaltuk. Az
értekelést Zeiss Axiolmager Al mikroszkoppal és Zeiss Axioplan2ie MOT motorizalt

citometriai miiszerrel végetiik az Europai Mieloma Halozat ajanlasainak megfeleléen.

3.8. Motorizalt mikroszkopia

A klonalis evolucids vizsgalatokhoz kombinalt FISH analiziseket végeztiink. Ennek soran az
elsé FISH jeloléssel vizualizaltuk az egyik genetikai aberraciot a sejtmagokban, majd a
preparatumot motorizalt mikroszkoppal (Zeiss Axioplan2ie MOT) digitalizaltuk. Az els6é FISH
jelolés eltavolitasa utan a sejtmagokon Ujabb hibridizalast végeztliink tovabbi genetikai
aberraciok kimutatasa végett. Az egyes sejtmagokat a korabban rogzitett koordinatajuk alapjan

visszakerestiik, igy a kiilonbozd aberraciokat ugyanazon sejtekben tudtuk vizsgalni.

3.9. Statisztikai értékelés

Az iFISH, MLPA és digitalis MLPA eredményeket Fisher-féle egzakt probaval vetettiik ssze,
SPSS 15.0 szoftvert hasznalva (SPSS Inc., Chicago, IL). A klondlis evolucié vizsgélata céljabol
elvégzett, kombinalt iFISH analizis soran a csak szubklonalisan detektalt specifikus IGH-

transzlokaciok eléfordulasi gyakorisagat Kruskall-Wallis teszttel hasonlitottuk Gssze.

7



4. Eredmények

4.1. DNS koépiaszam eltérések sziirése MLPA technikaval

MLPA-val 81 beteget vizsgaltunk, a betegek 91%-aban azonositottunk DNS koépiaszam
eltéréseket. A 13-as kromoszoma aberracidi mutatkoztak a leggyakrabban, melyeket csokkend
gyakorisadggal kovetett az 1q tobblet, 1p hidny, 5q tobblet, 12p hidny, 16q hidny és 17p hidny.
Tobb kopiaszadm eltérés egy betegben valo eléfordulasat 33 eltéré kombinacidoban detektaltuk.
Az MLPA, mint a PCM rutin diagnosztikdjdban potencialisan alkalmazhaté technika
teljesitményét a jelenleg standard modszerként hasznalt FISH-hez hasonlitva értékeltiik. A 405
(5 x 81) 0sszehasonlitd teszt eredménybdl 368 (90,8%) esetben talaltunk egyezést. A két
modszer kozotti eltérd eredményeket a célrégiok kozotti enyhe eltérés, kis kiterjedésti fokalis
delécio jelenléte, illetve az aberraciot hordozo sejtek alacsony ardnya okozta. A FISH és MLPA
kombinalt alkalmazasa lehet6vé tette szamos kiegyensulyozott és kiegyensulyozatlan genetikai
abnormalitds ugyanazon betegekben val6 egyiittes el6forduldsanak vizsgalatat. Hatvanhat beteg
mintdjaban 53 kiilonb6zd kombinacioban figyeltiink meg egynél tobb genetikai eltérést, ebbdl
22 kombin4cio nem lett volna felismerhetd, ha csupan az egyik modszert alkalmaztuk volna.

Az egyes aberraciok kozotti kapcsolatok er6sségét a 3. abra mutatja be.

d
_6‘(( 13g)
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3. abra Az azonositott citogenetikai aberraciok egyes betegekben valo egyiittes el6fordulasa (circos plot).

Az abra a FISH és MLPA modszerekkel kimutatott 6sszes aberracié egylittes, paros el6fordulasat mutatja be. A
belsé korben 1évo hurok szélessége, illetve lilatol narancsszinig terjed6 fokozatos szinatmene aranyos a masik
(parban allo) eltérés eléfordulasaval az adott aberraciot hordozoé betegcesoporton beliil.
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4.2. DNS kopiaszam eltérések kimutatasa digitalis MLPA technikaval

Digitalis MLPA-val 56 beteget vizsgaltunk, a modszer a betegek 84%-aban mutatott ki teljes
kromoszémat érinté hianyt vagy tobbletet. A leggyakoribb eltérés a 13-as kromoszéma
monoszomidja volt. A triszomidk 94%-at azon betegekben figyeltiik meg, akiknél hiperdiploid
kariotipus mutatkozott.

Szubkromoszoémalis kdpiaszam eltérések koziil az 1q kromoszoma kar tobblete jelentkezett
leggyakrabban, melyet csokkend sorrendben az 1p hidny, 8p hiany, 16q hiany, 12p hiany, 14q
hiany, 8q tobblet, Xq tobblet, 13q hidny, 6q hiany, 14q tobblet, 17p hidny, 20p hiany, 22q hiany,
5q hiany, 6p tobblet és 9q tobblet kovetett. Betegenként atlagosan 4,4 (tartomany: 0 - 13)
szubkromoszomalis kopiaszam eltérést mutattunk ki, atlagosan 3,7-et a hiperdiploid és 4,8-at a
nem hiperdiploid betegekben. Osszesen a betegek 95%-aban mutattunk ki abnormalitasokat.

Az 1-es kromoszéma régidihoz 44 kiillonbozo digitdlis MLPA szonda hibridizalt, 19 a
rovid, 25 a hosszi kromoszoma karhoz kapcsolddva, ezzel lehetdvé téve az 1-es kromoszoma
abnormalitdsainak részletes vizsgalatat. Az 1-es kromoszoman jelentkezd kdpiaszam eltérések
kiilonboz6 jellemzdit egylittesen vizsgalva 38 betegben 24 mintazatot tudtunk elkiiléniteni az
eltérés elhelyezkedése és kiterjedése, valamint az aberracié eredményeként megjelend allél
mennyiség vonatkozasaban.

A digitalis MLPA adatokat osszevetettiik a betegek korabbi, hagyomanyos MLPA ¢és FISH
eredményeivel. A harom modszer kombinalt dsszevetése a 336 adatpontbol (56 beteg x 6
aberracid) 319 esetben (94,9%) mutatott egyezést. A modszerek szisztematikus paros
Osszehasonlitasa szintén magas egyezést mutatott az egyes aberraciok kimutatasa tekintetében
(Fisher-féle egzakt proba: p<0,0001). Szubkromoszomalis aberraciokat tekintve a digitalis
MLPA 156 olyan eltérést azonositott 45 hiperdiploid és nem hiperdiploid betegben, melyeket

kizéarolag ezzel a technikéaval detektaltunk.

4.3. Pontmutacio specifikus kimutatasa digitalis MLPA technikaval
BRAFV®%E mutaciot két betegben azonositottunk digitalis MLPA-val, az eltérést az egyik
betegben sikeresen validaltuk piroszekvenalassal. A nagyobb érzékenységii digitalis droplet

PCR analizis mindkét beteg mintajaban megerdsitette az aberracio jelenlétét.

4.4. Molekularis citogenetikai vizsgalatok Baranya és Tolna megye PCM-es betegein
A Pécsi Klinikai Kézpont €s a Tolna Megyei Balassa Janos Korhaz plazmasejtes mielomaban
szenvedd betegein 2005 ¢és 2018 kozott elvégzett molekularis citogenetikai vizsgalatok

eredményeit dsszesitettiik 231 beteg adatait kiértékelve.



Negyvennyolc minta esetében végeztiink magneses dusitast a plazmasejtek 20%-ot el nem
éré aranya miatt. A dusitast kovetéen atlagosan 72%-ra emelkedett a plazmasejtek aranya
(tartomany: 20 - 100%), a disulas mértéke atlagosan tizennyolcszorosnak bizonyult.

A teljes beteganyagon elvégzett FISH vizsgalatok soran az IGH transzlokacidkat, az 1q
kromoszoma kar tobbletét, a 13-as kromoszoma abnormalitasait, valamint a 17p kromoszdéma
kar vesztését az irodalomban ismert gyakorisdgokhoz hasonl6 ardnyban mutattuk ki. A 42,
MLPA modszerrel is vizsgalt beteg csontveld mintajaban 89 DNS kopia hiannyal vagy
tobblettel jaro, kiegyensulyozatlan aberracidt azonositottunk.

Az MLPA és FISH eredmények 96,2%-os konkordanciat mutattak. Osszességében az
MLPA a betegek 38%-aban mutatott ki olyan aberraciot, melyek az altalunk végzett FISH
vizsgélatokkal rejtve maradtak. Ugyanakkor FISH analizissel olyan kiegyenstlyozott
eltéréseket tudtunk kimutatni, melyeket az alkalmazott MLPA szondakeverékkel nem lehetett
detektalni.

4.5. Klonalis evolucio vizsgalata egyedi sejt szinten

Klondlis evoltcids vizsgalataink soran visszatérd citogenetikai aberraciok egyedi sejt szintli
korrelalt analizisét végeztiik el mielomas betegekben. A tanulmanyba bevont 185 beteg
mintdiban a megjelend aberraciok kezdeti szlirését fliggetlen FISH vizsgalatokkal végeztiik.
Huszono6t beteg mintaibdl allt rendelkezésre elegendd sejtmennyiség tovabbi, kombinalt FISH
analizis elvégzéséhez. Huszonegy betegben egyetlen klont tudtunk azonositani, mely az dsszes
korabban kimutatott eltérést hordozta, igy ezekben az esetekben nem tudtuk felderiteni a
citogenetikai evolucio idobeli Iépéseit. Négy betegben a genetikai eltérések alapjan egynél tobb
abnormalis sejtpopulacié mutatkozott. Eredményeink arra utalnak, hogy a tanulmanyunkban
vizsgalt genetikai eltérések koziil a visszatérd IGH transzlokaciok a legkorabban kialakulo
aberraciok, mig a 13-as kromoszéma defektusa és a TP53 gén delécidja a betegség
kialakulasanak késdbbi stadiumaban vezet az érintett szubklonok szelekcids elényéhez. Az IGH
gén atrendezddést hordozo betegek 21,8%-aban az aberracid a plazma sejtek kevesebb mint
kétharmadaban volt kimutathato: IGH/FGFR3 20,0%, IGH/CCND1 16,7% ¢és IGH/MAF
28,6%. Ez alapjan az IGH gént érintd transzlokaciok betegséget inicidldo funkcidja

megkérddjelezhetd, sot kizarhatd az érintett betegek legalabb egyotdodében.
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5. Megbeszélés

A PCM genetikailag heterogén onkohematologiai betegség, mely valtozatos klinikai lefolyéssal
tarsul. A PCM Kklinikai menedzsmentjének szempontjabol relevansnak gondolt genetikai
aberraciok szama még mindig egyre novekvo tendenciat mutat, amire a rutin hematopatoldgiai
diagnosztikdnak bizonyos mértékben, a hazai kezelési lehetdségeket és finanszirozasi kereteket
is figyelembe véve valaszolnia kell. Ezzel a szandékkal tortént meg 15 évvel ezeltt Pécsett az
FISH modszer céltudatos bevezetése a PCM diagnosztikdjaba, mellyel a leggyakoribb
kiegyensulyozott transzlokaciok ¢és kiegyensulyozatlan kdpiaszam eltérések gyorsan és
specifikusan kimutathatok. A FISH analizis lehetdségeit azonban korlatozza, hogy a
kereskedelmi forgalomban elérhetd szonda készletek tobbsége reakcionként csak egy vagy két
aberracié kimutatasat teszi lehetdvé, a rendelkezésre 4allo sejtszuszpenzid/szovetminta
mennyisége pedig gyakran limitalt. Ez kiilondsen igaz olyan esetekben, amikor a minta
alacsony tisztasdga miatt plazmasejt dusitdsra van sziikség. A magneses plazmasejt
szelekcioval nyert eddigi tapasztalataink arra utalnak, hogy a modszer valoban képes jelentdsen
novelni a vizsgalando sejtszuszpenzid tisztasagat, ezaltal lehetdvé téve informativ genetikai
vizsgalatok elvégzését. Az eljards azonban jelentdsen csokkentheti a minta mennyiségét, ezért
a betegek hatékony genetikai karakterizalasahoz sziikség lehet olyan modszerek alkalmazasara
is, melyekkel tobb genomikus lokusz vizsgalhat6 egyidejiileg.

A kariotipizalas sordn a teljes genom vizsgalatara lehetdség nyilik, azonban a mieloma
sejtek korlatozott tenyészthetdsége és in vitro sériilékenysége, valamint a modszer alacsony
feloldasa miatt a vizsgalat korlatozott szereppel bir a PCM diagnosztikdjaban. A nagyobb
feloldast teljes genom szinten biztositd microarray alapti és Uj-generacids szekvenalasi
technikdk magas koltsége jelenleg nem teszi lehetévé azok széleskorii alkalmazasat a hazai
molekuléris patologiai diagnosztikaban.

Az MLPA ¢és a szintén fokuszalt vizsgalatot lehetévé tevd digitdlis MLPA ebben a
kornyezetben kézenfekvd alternativanak tlinik koltséghatékonysaga, valamint viszonylag
egyszerll és gyors kivitelezhetdsége miatt. Ezek a mddszerek alkalmasak a jelenlegi hazai
kezelési protokollok mellett potencidlis jelentdséggel bird 6sszes kiegyenstulyozatlan aberracio
egyidejii kimutatasara, ezaltal egyértelmiien segithetik a PCM-ben szenvedd magyar betegek
mintdinak atfogdbb genetikai jellemzését. Az MLPA ¢és a digitalis MLPA is felfedett a vizsgalt
betegek tobbségében olyan aberracidkat, melyeket az alkalmazott FISH vizsgalatok nem
mutattak ki. Ezenkiviil eredményeink alapjan az MLPA/digitalis MLPA exon szintii genomikai

feloldésa néhany esetben lehetdvé teheti olyan kis kiterjedésti aberraciok kimutatasat is, melyek
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FISH-sel nem detektalhatdk, igaz a reakcio elvégzéséhez a FISH-nél megszokotthoz képest
valamivel magasabb minta tisztasag sziikséges. Ugyanakkor a FISH képes a PCM genetikai
vizsgélata szempontjabol kiemelt jelentOséggel bir6 kiegyenstlyozott transzlokaciokat
Kimutatni, valamint alkalmas egyedi sejt szintli analizisre, mely segithet a mieldémas
sejtpopulacio  betegeken beliili heterogenitdsanak, klondlis evolucios folyamatainak
feltérképezésében is. Az MLPA/digitalis MLPA és FISH moédszerek 6sszehasonlitdsaval nyert
eredményeink, valamint a fentebb emlitett technikai elényok ¢€s hatranyok alapjan
megallapithatd, hogy a modszerek egymast kiegészitd vizsgalati eljarasnak tekinthetdk,
egylittes alkalmazasukkal pedig szinte az dsszes mielomas betegben azonosithatd valamilyen
biologiailag és/vagy klinikailag relevans genetikai eltérés.

Egyedi sejt szintli, kombinalt FISH vizsgéalatainkkal elséként szolgaltattunk olyan
kozvetlen bizonyitékokat a PCM kialakuldsat kiséré citogenetikai eltérések megjelenési
sorrendjére vonatkozdan, mely strukturalis aberraciokat is magaban foglalt. Eredményeink
Osszhangban allnak a PCM fejlédésére vonatkozo legelterjedtebb modellel, mely szerint az IGH
transzlokaciok jellemzden koran alakulnak ki, mig a 13-as kromoszoma aberracidira és a TP53
felfedtiik azt is, hogy a vizsgalt IGH transzlokéciok az aberraciot hordozo betegek legalabb
egyotodenél bizonyithatéan nincsenek jelen az Osszes mielomas sejtben, ezaltal a malignus

folyamat inicidlasaban valé meghatarozo szerepiik kizarhato.

Osszességében elmondhatd, hogy munkénk sordn sikeriilt bedllitanunk olyan molekularis
modszereket (MLPA és digitalis MLPA), melyek alkalmazasaval a hazai PCM-ben szenvedo
betegek diagnosztikdja jelentdsen és gazdasdgosan javithatd. Egyedi sejt szinti
vizsgalatainkkal tovabba sikeriilt nemzetkdzi érdeklddést is kivaltd 1) adatokat nyerniink a
PCM patogenezisét kisérd citogenetikai aberraciok megjelenési sorrendjére, illetve azoknak a

betegség iniciacidjaban betdltott lehetséges szerepére vonatkozodan.
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6. Az uj eredmények osszefoglalasa

1. A nemzetkdzi irodalomban elséként kozoltiik az MLPA modszer alkalmazasat PCM-ben
megjelend kiegyensulyozatlan genetikai aberraciok kimutatasdhoz. Feltérképeztiik a technika
altal nyujtott elényodket és hatranyokat, az eredményeket pedig validaltuk a jelenleg

legszélesebb korben hasznalt, standard modszernek tekintett FISH analizissel.

2. Nemzetkozi szinten elsoként alkalmaztuk a digitalis MLPA mddszert PCM-ben mutatkozo
kiegyensulyozatlan genetikai aberraciok atfogd kimutatdsdhoz. Megéllapitottuk, hogy a
modszer a szubkromoszomalis eltérések mellett teljes kromoszéma tobbletek és hidnyok
megbizhatd detektalasat is lehetdvé teszi, ezaltal segitve a betegség egyik o genetikai

alcsoportjaba tartozo, hiperdiploid kariotipussal rendelkezd betegek azonositasat is.

3. Nemzetkézi szinten elséként alkalmaztuk a digitdlis MLPA moddszert pontmutacid
kimutataséhoz. Az altalunk vizsgalt BRAFY®%F mutacié a PCM-ben szenvedd betegek 4-10%-
aban jelentkezik, detektalasa célzott terapia megkezdését teszi lehetové. A digitalis MLPA-val

kimutatott mutdciokat piroszekvenalassal és digitalis droplet PCR mddszerrel validaltuk.

4. Elsként 6sszegeztiik és értékeltiik a Pécsi Klinikai Kozpont és a Tolna Megyei Balassa Janos
Koérhaz plazmasejtes mieldomaban szenvedd betegein tobb mint egy évtized alatt elvégzett
molekuléris citogenetikai vizsgéalatok eredményeit. Ennek alapjan megallapitottuk, hogy az
MLPA ¢és a FISH egyiittes alkalmazéasa jelentdsen segithetné a jovOben a plazmasejtes

mielomaban szenvedd hazai betegek atfogdbb genetikai jellemzését.

5. Kombinalt FISH analizist végezve, nemzetk6zi szinten els6ként vizsgaltunk PCM-ben
strukturalis citogenetikai aberraciokat is magaban foglald klonalis evolucios folyamatokat
egyedi sejt szinten. Eredményeink megerdsitették, hogy az IGH gént érintd transzlokaciok a
betegség patogenezise soran koran jelennek meg, adataink alapjan azonban a transzlokaciok
betegséget iniciald funkcidja megkérddjelezhetd, sot kizarhatd az érintett betegek legalabb

egyotodeben.
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8. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetemet szeretném elsOként kifejezni témavezetomnek, Alpar Donatnak, aki
rengeteg segitséget nyujtott a kutatasi terv megtervezésétdl kezdve a vizsgalatok elvégzésén és
az eredmények kiértékelésén at egészen a tudomanyos kozlemények osszeallitasaig. Koszondom
tovabba Dr. Pajor Laszl6 professzor urnak, hogy engedélyezte szamomra PhD munkdmnak a

Molekularis patomorfoldgia doktori program keretében vald elkészitését.

Koszonet illeti a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetének dolgozoit, kiilonds
tekintettel Dr. Kajtar Bélara, Dr. Kereskai Laszlora, Dr. Jakso Palra, Dr. Nagy Zsofiara és Lacza
Agnesre, akik onzetlen segitséget nyujtottak a csontveléi mintak patologiai feldolgozasaban,
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immunfenotipizalasaban és a BRA mutacio piroszekvenalassal valo validalasaban.

Szeretnék koszonetet mondani a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti
Rékkutatd Intézetében Dr. Bodor Csaba tudomdnyos fOmunkatirsnak ¢és teljes
munkacsoportjanak - kiemelve Dr. Kiss Richardot, Dr. Kirdly Péter Attilat, Dr. Gangé Ambrust
¢s Kotmayer Lilit - akik segitséget nyujtottak az MLPA, digitalis MLPA ¢&s digitalis droplet
PCR vizsgalatokban, valamint megengedték, hogy a laboratériumban nyomon kovethessem a
fenti munkafolyamatokat.

Koszonom Dr. Szuhai Karolynak és a Leiden University Medical Center-ben dolgozo
munkacsoportjanak, tovabba Dr. Suvi Savolanak és az MRC Holland cégnek, hogy segitették
az MLPA moddszer onkohematoldgiai betegségekben valé alkalmazasanak hazai
meghonositasat, és iranymutatast adtak az MLPA ¢és digitalis MLPA adatok kiértékelésére

vonatkozodan.

Koszonom a PTE Klinikai Kozpont 1. sz. Belgyogyaszati Klinika Hematoldgiai Tanszéke
dolgozoinak (Dr. Alizadeh Hussain, Dr. Nagy Agnes, Dr. Szomor Arpad, Dr. Téth Orsolya és
Dr. Csalddi Renata kollégadimnak) a csontvel6i mintdk Osszegylijtésében nyujtott segitségét,
valamint a kutatdomunka miatti tavollétemben a betegellatas feladatainak atvallalasara forditott

idejiiket és energiajukat.

Végiil, de nem utolsésorban szeretném megkdszonni Csaladomnak, Juditnak, Lizanak,
Roézanak és Borinak, valamint sziileimnek és anydsomnak, hogy megteremtették szamomra a

munka elvégzéséhez elengedheteteniil sziikséges, timogatd otthoni kdrnyezetet.

A disszertacio alapjat képezé tanulmanyok elvégzését a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios
Hivatal — NKFIH, K_16-119950, NVKP_16-1-2016- 0004 és KH_17-126718 szamu pdlydzatai, a
Magyar Tudomdnyos Akadémia Lendiilet Programjanak LP95021. szamu palydzata és Bolyai Janos
Kutatasi Oszténdij programja, a Széchenyi 2020 program EFOP 3.6.1-16.2016.00004 projektje,
valamint az Emberi Erdforrdasok Minisztériuma UNKP-17-4-111-SE és UNKP-18-4-SE-62 kédszamii Uj
Nemzeti Kiva-losagi Programja tamogatta. Az MLPA és digitalis MLPA vizsgalatokhoz a
szondakeveréket az MRC-Holland bocsatotta a szerzok rendelkezésére.
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