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Roviditések jegyzéke
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BAC
BMSC
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CEP
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eGFR
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HGF
IGF-1
IGH
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c-MAF
MAPK
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disszociacids szonda (break-apart probe)

bakterialis mesterséges kromoszoma (bacterial arteficial chromosome)
csontveldi sztroma sejt (bone marrow stromal cell)

cyclin D1 gén (cyclin D1 gene)

centromer-specifikus szonda (chromosome enumeration probe)
izotipusvaltas rekombinacié (class switch recombination)

4’ ,6-diamidino-2-fenil indol (4’,6-diamidine-2-phenyl indole)

digitalis droplet PCR (digital droplet PCR)

dupla-fuzids szonda (dual-fusion probe)

dezoxi-ribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

becsiilt glomerularis filtracids rata (estimated glomerular filtration rate)
extramedullaris betegség (extramedullary disease)

fazios 1FISH szignal (fusion iFISH signal)

fluoreszcens in situ hibridizacio (fluorescence in situ hybridization)
fluoreszcein izotiocianat (fluorescein isothiocyanate)

fibroblaszt novekedési faktor receptor 3 gén (fibroblast growth factor
receptor 3 gene)

FISH interfazis sejtmagon (FISH on interphase nucleus)

hepatocita novekedési faktor (hepatocyte growth factor)
inzulin-szer(i novekedési faktor-1 (insulin like growth factor-1)
immunglobulin nehézldnc gén (immunoglobulin heavy chain gene)
interleukin-6 (interleukin 6)

nemzetkozi mieloma munkacsoport (international myeloma working

group)
nemzetkozi stadium besorold rendszer (international staging system)

l6kusz-specifikus szonda (locus specific identifier)

c-Maf Proto-Onkogén (c-maf proto-oncogene)

mitogén-aktivalt fehérje kinaz (mitogen-activated protein kinase)
bizonytalan jelent6ségii monoklonalis gammopatia (monolonal

gammmopathy of undetermined significance)
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multiplex ligacio-fiiggd szonda amplifikacid (multiplex ligation-dependent
probe amplification)

mieloma multiplex SET domén gén (multiple myeloma SET domain gene)
ujonnan diagnosztizalt mieldoma multiplex (newly diagnosed multiple
myeloma)

nuklearis faktor kappa-B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

Uj-generacios szekvenalas (next-generation sequencing)

teljes talélés (overall survival)

piros iFISH szignal (red iFISH signal)

plazmasejtes mieloma (plasma cell myelomay)

plazmasejtes leukémia (plasma cell leukemia)

polimeraz lancreakcio (polimerase chain reaction)

pozitron emisszids tomografia/computer tomografia (positron emission
tomography/computer tomography)

progresszidomentes tilélés (progression free survival)

standard deviacio (standard deviation)

spectrum green (spectrum green)

pardzsldé mieloma (smouldering multiple myeloma)

spectrum orange (spectrum orange)

transzlokacio (translocation)

tumor nekrozis faktor (tumor necrosis factor)

nem megfeleld szerkezetii fehérje valasz (unfolded protein response)

teljes test alacsony-do6zist computer tomografia (whole body low dose
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X-box fehérje 1 (X-box protein 1)

z061d 1FISH szignal (green iFISH signal)



1. Bevezetés - irodalmi attekintés

1.1. A plazmasejtes mieloma klinikai megjelenése

A plazmasejtes mieloma (PCM) malignusan atalakult csontveldi plazmasejtek
felszaporodasaval jaro betegség. A jellegzetes csontszerkezeti eltérésekkel, patologias
csonttorésekkel, vesekarosodassal jard korképrél az elsé gyanithato feljegyzést 1844-
ben Samuel Solly irta meg, aki két, faradékonysaggal, csontfajdalmakkal és tobbszoros
csonttorésekkel jelentkezd esetet publikalt mollities ossium elnevezéssel [1]. A
betegség a 2016-os WHO klasszifikacioban mar plazmasejtes mielomaként szerepel
[2], de a mindennapi klinikai gyakorlatban tovabbra is a klasszikus mieloma multiplex
elnevezés hasznalatos.

A PCM a vérképzoérendszeri korképek 10-15%-at adva a masodik leggyakoribb
hematologiai betegség, az Osszes daganatos betegség 1-2%-at teszi ki. Jellemzden
1d6ésebb korban jelentkezik, a betegek koriilbeliil 70%-a 65 évesnél idésebb a diagnozis
felallitasakor és csupan 10%-uk fiatalabb 50 éves kornal (40 év alatti incidencia: 2%).
A PCM vilagviszonylatban évente mintegy 130.000 betegnél keriil felismerésre,
incidencijja egyértelmiien ndétt az elmualt 25 évben. Bar a legujabb kezelési
modszerekkel dramaian javult a betegek varhato talélése, a PCM tovabbra is
gyogyithatatlannak tekinthet6, a betegséghez kapcsol6dd mortalitas kézel 100.000
fo/év vilagszerte [3]. A Magyar Rakregiszter adatai alapjan a legutobbi idészakban
évente 450-600 1) beteget diagnosztizaltak, igy — a jelenlegi atlagosan varhato, hazai
terapids viszonyok mellett elérhetd 5-6 éves tulélést figyelembe véve — hazankban
prevalenciaja koriilbeliil 1.500 {6 egy adott idészakot tekintve [4].

A molekularis genetikai technologiakkal nyert eredmények alapjan mara
egyértelmiien igazolddott, hogy a PCM minden esetben egy pre-malignus allapotbol,
az un. bizonytalan jelent6éségli monoklondlis gammopatiabol (monoclonal
gammopathy of undetermined significance, MGUS) fejlodik ki egy tlinetmentes
stadiumon, az un. parazsl6 (smouldering) mieloma (SMM) allapoton keresztiil [5]. A
betegség ezen korai stadiumaira egységesen jellemz6, hogy tiinettel vagy
kovetkezményes célszervkarosodassal még nem jarnak, igy gyakran rejtve maradnak.
Az MGUS ¢és az SMM a PCM-t6]l lényegében csak a daganatos sejttomeg

mennyiségében térnek el, magukban hordozva a PCM-be vald transzformalddas



emelkedett kockazatat: az MGUS-0s betegeknek éves szinten 1%-a transzformalodik
PCM-be, mig SMM-nél az elsé 5 évben ez az érték 10%, ezt kovetden fokozatosan
csokken [6].

A mar kifejlédott PCM betegségre igen valtozatos, legtobb esetben nem
specifikus klinikai tlinetegyiittes jellemz6, mely neheziti a korai felismerést és
diagnozist. A betegek koriilbeliill 15%-a tlinetmentes is lehet diagnoziskor, mely
esetben legtobbszor a jelentdsen gyorsult vordsvérsejt siillyedés, magasabb szérum
Osszfehérje vagy mérsékelten emelkedett vesefunkcids értékek miatt inditott
kivizsgalas eredményeként deriil ki a betegség. Az esetek 60-70%-aban anémia és a
csontok érintettségébdl adodo csontfajdalmak miatt fordulnak a betegek orvoshoz, a
radiologiai vizsgélatok litikus csontléziokat, stilyos oszteopéniat, ritkdbban patologias
csonttoréseket mutatnak ki. A betegek kozel felénél besziikiilt vesefunkcios
laborértékek is észlelhetdk — sokaig tiinetszegényen —, de akar akut
veseelégtelenséggel is indulhat a kortorténet. A fokozott csontreszorpcid kapcsan
kialakult hiperkalcémia a betegek 20-25%-anal észlelheté — legtobbszor szintén
tiinetmentesen —, mely akar stlyos tudatzavart is okozhat. A fent emlitett leggyakoribb,
plazmasejtes szaporulattal Osszefiiggésbe hozhatd célszervkarosodasokat CRAB-
kritériumokként emliti a szakirodalom (1. tablazat).

A plazmasejtek malignus 4atalakulasukat kovetden kezdetben a csontvelOben
szaporodnak, az ennek hatasara kialakulé mieloszuppresszio anémia mellett egyéb
citopéniat is eredményezhet vérzéses panaszokban, illetve visszatéré infekciokban
manifesztalodva. A korlefolyas végs6 fazisaban a sejtek fliggetlenitik magukat a
csontvel6i kornyezettol, a periférias vérbe kijutva plazmasejtes leukémia (PCL), vagy
egyéb lokalizacioban szaporodva extramedullaris betegség alakulhat ki (EMD) az

érintett szerv funkcidjanak karositasaval.

1.1.2. A plazmasejtes mieloma diagnosztikaja

A monoklonalis plazmasejtek csaknem minden esetben (97-98%) monoklonalis
immunglobulinokat (IgG, IgA, IgD és M nehézlancokkal, csokkend gyakorisagi
sorrendben), ritkabban csak kappa vagy lambda konnytilanc komponenst szekretalnak.
A tiinetek vagy egyéb jellemz6 altalanos laboratoriumi eltérések (agymint jelentésen

cres

alapjan gyanut keltd esetekben ezek kimutatasara iranyuld szérum és



vizeletvizsgalatokkal indul a diagnosztikus folyamat. A mintakon végzett fehérje
elektroforézis, valamint immunfixacios vizsgalatok kiilonboz6 érzékenységgel
képesek ezeket detektalni, utobbiak azok immunfenotipusat is megadni. A csak
konnytlancot termeld plazmasejt szaporulat felismerésében a szérum szabad
konnyilanc assay kifejlesztése hozott jelentds elérelépést, mely diagnosztikus értékén
tul prognosztikus, illetve a terapia hatékonysagara vonatkozo eredménnyel is szolgal.
Ezeknek az egyre érzékenyebb modszereknek a bevezetésével mara kortilbeliil 1-2%-
ra csOkkent a valoban non-szekretoros folyamatok diagnoziskor mutatkozo
gyakorisaga, melyek felismerését kiilonosen neheziti, hogy csak a szoveti biopszias
minta citologiai vizsgalata igazolja a betegséget.

A definitiv diagnozis a csontveldben — vagy egyéb szdveti mintan — 10%-ot
meghaladé monoklonalis plazmasejt szaporulat kimutatasan alapul. A malignus
mieloma sejtek a normalis plazmasejtektdl eltérd, sajatos immunfenotipussal
rendelkeznek (CD38+, CD138+, CD56+, CD19-, CD45-), mely multiparaméteres
aramlasi cCitometriaval vagy immunhisztokémiai modszerekkel azonosithato. A
diagnosztikén tul ezen sejtfelszini molekuldk — elsésorban a CD138 — abnormalis
expresszioja sejtszeparalds, magnesgyongyos sejtdusitds alapjat is képezheti. Az
eljarassal koncentraltabb sejtszuszpenzid nyerhetd, mely jelentésen konnyitheti a
prognosztikus és/vagy prediktiv jelentdséggel bird genetikai eltérések mintabol valo
kimutatasat. A PCM Klinikai diagnézisahoz a koéros mieldomas sejtszaporulat
azonositasan  tul a  betegséghez  kapcsoloddoan  megjelend  specifikus
célszervkarosodasok (CRAB) valamelyikének kimutatisa is hozzajarul, mely
differencial diagnosztikai paraméter a betegség SMM fazistdl vald elkiilonitése
tekintetében.

Tobb Kklinikai vizsgalat mintegy ezer SMM betegének kozel egy évtizedes nyomon
kovetésével azonosithatova valtak olyan biologiai paraméterek is, melyek jelenléte
esetén a célszervkarosodasok két éven beliili kialakulasanak valoszinlisége
meghaladta a 80%-ot [7-9]. Harom fiiggetlen biomarker jelenléte mutatott szignifikans

Osszefliggést ezzel a kedvezotlen klinikai kimenetellel:

1. >60%-os csontveldi plazmasejtes infiltracio [7]
2. érintett/nem érintett szérum szabad konnytilancok aranya >100 [8]
3. >1 fokalis csontvel6i 1ézi6 az magnesesrezonancia-képalkotas (MRI)

felvételen [9].



Bortezomibbal, lenalidomiddal ezen — korabbi kritériumok alapjan SMM-ként
azonosithatd — betegeknél is jelentds, teljes tulélési elényben is megnyilvanulo terapias
valaszt lehetett elérni, igy a Nemzetkdzi Mieloma Munkacsoport (IMWG) 2014-ben
modositotta a diagnosztikus kritériumokat (2. tablazat), melynek nyoman a CRAB-
kritériumok mellett ezek a biomarkerek is mieléma definialé eltérésekként (myeloma

defining event, MDE) kezelenddk [10].

1.1.3. Plazmasejtes mieloma prognosztikus besorolasa

Nemcsak a klinikai megjelenés, de a betegség lefolyasa, az egyes terapias vonalakra
adott valaszok ¢és a varhatd talélés is igen heterogén képet mutat mieldomaban. A
korlefolyast kezelésekkel elért — terdpids vonalanként tipusosan egyre révidebb —
remisszios periodusok és terapia rezisztencia kapcsan kialakult relapszusok
valtakozasa jellemzi. A betegek dont6 tobbsége tovabbra is a betegségével hal meg a
kor vagy a kezelések okozta szovodményekben. Az 11j-generacidés immunmodulansok,
proteaszoma gatlok vagy monoklondlis antitestek egyre szélesebb korll
alkalmazésaval ugyan jelentdsége valamelyest csokkenni latszik, az aktualis szakmai
ajanlasok szerint még tovabbra is a jo valaszt eredményezd indukcids kezelés utan
alkalmazott nagy dozisi kemoterapiat kovetd autolog hemopoetikus Ossejt
transzplantacioval érhet6 el a leghosszabb progressziéo mentes ttlélés (PFS), ami teljes
talélési (OS) elényben is megnyilvanul. A transzplantaciora alkalmas betegek
azonositasa igy fontos feladat [11, 12].

Bar a talélési eredmények jelentds variabilitast mutatnak a vizsgalt
betegpopulacio  Osszetételétdl, illetve az alkalmazott terapiatol fliggéen,
altalanossagban megallapithatd, hogy a korabbi 3 éves medidn tGlélés az elmult
évtizedben megduplézodott, kdszonhetden az 0j tdmadaspontu hatdanyagok egyre
szélesebb korli alkalmazasanak, illetve a szupportiv kezelések fejlodésének [6]. Az
immunmodulansok, proteaszoma gatlok, monoklonalis antitestek kombinacios, illetve
szekvencialis alkalmazasaval egyre mélyebb ¢&s tartdosabb terapias valasz érhetd el a
betegek egyre szélesebb korében. Ennek kdszonhetden novekszik a 10 évnél hosszabb
teljes talélést mutatok aranya (kiilonésen az autolog atiiltetésen atesett, alacsony
rizikoju betegek kozott), ugyanakkor a betegek koriilbeliil 20%-anal tovabbra is

csupan 2 évnél rovidebb tulélés varhato [13].



Ennek a valtozatos klinikai kimenetelnek a hatterében szamos beteg-, illetve
betegségspecifikus tényezd azonosithatd, melyek igen nehezen illeszthetdek egy
egyseéges, sz¢les korben alkalmazhat6 rizikobecslo rendszerbe. Az 1975-ben Durie és
Salmon altal publikalt rendszer csupan a tumortdmeget reprezentald paramétereket
hasznalta [14], figyelmen kiviil hagyva tobb, terapias hatast befolyasold fontos
tényez6t. Emellett ez a besorolas még olyan klasszikus kemoterapiak mentén keriilt
kidolgozasra, melyeket manapsag mar alig alkalmazunk, igy a prognézis becslésére
nem kelléen informativ, hasznalata idejétmult.

A betegek életkora, a tarsbetegségek, valamint a diagnoziskor észlelt mieldéma
okozta célszervkarosodasok alapvetden befolydsoljak a beteg altalanos allapotat
(hgynevezett performance statuszat), ezzel behatarolva, hogy milyen terapia
alkalmazhat6é naluk. A betegség biologiai adottsagai (esetleges blasztos morfologia,
fokozott proliferacios aktivitas, PCL vagy EMD jelenléte) szintén rontjak a talélési
esélyeket. A 2000-es években a nemzetkozi stadium besorold rendszer (International
Staging System, ISS) hasznalata valt egyre altalanosabba, mely két paraméter alapjan
kategorizalja a betegeket: 1. béta-2 mikroglobulin szint, ami egyfajta tumortomeg
jelzo paraméterként foghato fel, illetve 2. a szérum albumin koncentracid, mely a beteg
taplaltsagat, ezaltal fittségét jellemezi j6 megkdzelitéssel [15]. Ezzel a modszerrel
harom, tilélési esélyek szempontjabol jelentdsen eltérd csoportot lehetett elkiiloniteni
(3. tablazat).

Tovabbi intenziv kutaté munka és a vizsgalati modszerek fokozatos fejlédése
vezetett a patogenezist, progressziot iranyitd folyamatok, illetve az azok hatterében
allo, visszatéré modon megjelend genetikai eltérések egyre mélyebb megismeréséhez.
Az immunglobulin nehézlanc (IGH) gént érintd kromoszoma transzlokaciok
eléfordulasanak elemzése, valamint Kiterjedt génexpresszios profilozasi tanulmanyok
alapjan tobb, eltéré klinikai jelleggel és korlefolyassal tarsuldo alcsoport valt
elkiilonithetové genetikai-transzkriptomikai paraméterek alapjan. Ez vezetett t6bbek
kozott az un. TC klasszifikacio kidolgozasahoz, melyben a T kiilonféle IGH gént érintd
transzlokaciokat, mig a C specifikus ciklin fehérjék kifejezodését jeloli [16]. A
hattérben allo citogenetikai eltérések egy részének prognoédzist befolyasold szerepét
azlOta szamos vizsgalat igazolta [17, 18]. Kelléen szenzitiv és atfogd modszer
alkalmazasaval szinte valamennyi mielomas betegben kimutathatok kiilonféle —
legtobbszor nem izoléltan jelentkez6 — genomikus eltérések. Bar tobb aberracio

prognosztikus  jelentdsége még nem ismert, vannak bizonyos visszatérd
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kromoszomalis eltérések (pl. del(17p), t(4;14), 1q tobblet), melyekrdl egyértelmiien
bebizonyosodott, hogy kedvezétleniil befolyasoljak a betegek tulélési esélyeit, ezért
mar diagnosztikus alapkévetelmény [17].

Az IMWG 2014-ben publikalta atdolgozott rizikd besorolasi rendszerét
(Revised International Staging System, R-ISS), mely a korabbi paraméterck mellett a
citogenetikai eltérések jelentOségére is hangsulyt fektet. A betegek itt is harom,
szignifikansan elkiiloniilé varhato talélést mutatd csoportba sorolhatok [19]. Ez a
prognosztikai klasszifikacio csupan harom, a betegség klinikai Kkimenetelét
kedvezdtleniil befolyasolo, iFISH modszerrel vizsgalhato eltérést alkalmaz, ugymint a
del(17p), t(4;14) ¢és a t(14;16) (4. tablazat). A PCM-hez tarsultan megjelend
citogenetikai eltérések azonban ennél joval komplexebb és heterogénebb képet
mutatnak az egyes betegekben [20]. Eppen ezért 1éteznek egyéb stratifikalo rendszerek
is (pl. a Mayo Klinika altal hasznalt mSMART), melyek olyan tovabbi — randomizalt
vizsgalatokban igazolt, szignifikans hatassal bir6 — citogenetikai aberraciok
figyelembevételét is javasoljak, mint példaul az 1q tobblet, vagy az 1p delécio [21].

Az egyre javulo terapias eredmények mellett a magas rizikoval jaro (high risk)
citogenetikai aberracidét hordozo betegek tulélési eredményei jelentds heterogenitast
mutatnak az ezt analizaldé randomizalt klinikai vizsgalatokban. Ez az alkalmazott
citogenetikai vizsgalomodszerek, a pozitivitast jelentd hatarértékek megvalasztasa és
a vizsgalati betegpopulécio eltérésein til abbodl is adodhat, hogy az analizisek soran
nem mindig, és nem egységesen veszik figyelembe a tarsulo aberraciokat, melyek akar
ronthatjak, vagy enyhithetik is egy adott eltérés prognosztikus hatasat. Tobb magas-
rizik6ja citogenetikai eltérés tarsulasa esetén azok kedvezdtlen hatasa additiv modon
érvényesiil, mig példaul az 5-0s kromoszoma triszOméjanak tarsuldsa esetén a
kedvezétlen hatas enyhébb lehet [18]. Mindezek alapjan a jovOben az egyre béviild
informaciokat szolgaltaté vizsgalatok feltehetdleg ujabb kezelési és monitorozasi
iranyelvek kidolgozasahoz fognak vezetni, figyelembe véve az egyes citogenetikai
eltérések egyiittes megjelenését is.

Megjegyzendd, hogy ezen rizikd besoroldsi rendszerek a betegség
diagnozisakor hasznalatosak, az akkori helyzet alapjan adnak becslést. Relapszus
idején a prognozist tovabbi tényezdk is arnyaljak, ugymint a kordbban alkalmazott
kezelésre adott valasz mélysége és iddtartama, illetve a kezelés szovodményei.

Emellett fontos figyelembe venni a betegség specifikus tényezdinek idébeli valtozasat
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IS, hiszen a betegség elérehaladasaval a dominald plazmasejt populacié genetikai
sajatossagai is folyamatosan modosulhatnak. Az uj szerek egy része bizonyos
citogenetikai eltérések negativ hatasat k6zombositheti [13, 17], igy a betegség
folyaman a plazmasejtek genetikai jellemzOinek ismételt vizsgalata kiemelt

jelentdségi lehet a terapias dontéshozatal szempontjabal is.

1.2. A mieloma sejtek biolégiai jellemzoi

A daganatok kezelését jelentGsen javithatja, ha megértjiik az adott betegség bioldgiai
hatterét. A patogenezis, progresszid ¢és terapia-rezisztencia folyamatairél nyert
eredmények vezettek a klasszikus DNS-karositod citosztatikumokon tal 0j terapias
célpontokon hat6 szerek, példaul az immunmodulansok és a proteaszoma gatlok
kifejlesztéséhez is, melyek manapsag a kezelési arzendl kulcsszerepléi. A malignus
mieloma sejt kialakulasdhoz, proliferacios és tulélési elonyéhez vezetd
mechanizmusok megismeréséhez kozelebb keriilhetiink a normalis plazmasejtek

miikddésének megértése altal.

1.2.1. Plazmasejtek fejlédése - karcinogenezis

A human evoluci6 egyik legfontosabb kovetelménye a megfeleld immunités, a
fenyegetd fertdzésekkel szembeni dllandé védelem. Az immunrendszer miikodésében
fontos szerepet toltenek be a plazmasejtek, melyek a humordlis immunvalasz
részeként, adott antigén inger hatdsdra kelld mennyiségli specifikus antitestet,
immunglobulint termelnek.

A normalis plazmasejtek fejlddése a csontveloben kezdddik. A pre-pro-B-
sejtekbdl az immunglobulin nehézlanc (IGH) gén varidbilis (V), diverzitas (D) és
(azaz in-frame) B-sejt receptort expresszalo (IgM+ és IgD+), naiv B-sejtek képzddnek.
Ezen alacsony affinitasu sejtek elhagyva a csontvel6t, a periférian antigén stimulus
hatasara a centrum germinativumba keriilnek, ahol a kornyezd antigén-prezentalo
sejtek kozremiikodésével magas affinitast, antigén epitopra specifikus plazmasejtekké

alakulnak, melyek fokozott effektivitasu antitesteket szekretalnak [22]. A magas

crcr
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hipermutacio (SHM), illetve a konstans régidé izotipusvaltist eredményezo
rekombinacidja (CSR) nyoman alakul ki. Ezek a folyamatok az aktivacio-indukalta
citidin-deaminaz enzim altal képzett kettds-szali DNS torések létrejottével és a
megfeleld szakaszok rekombindciojaval valosulnak meg. Fiziologias koriilmények
kozott az IGH gén mentén jelentkezd toréseket a toréspontok két oldalan elhelyezkedd,
génen beliili szakaszok 0sszekapcsolodasa koveti, egyes esetekben azonban a genom
tavoli régidiban is megjelennek szimultan térések, melynek nyoman IGH gént érintd,
interkromoszomalis transzlokaciok is kialakulhatnak. Egyetlen IGH gén torés 0,4-1%-
os hibas korrekcigjat alapul véve, naponta koriilbeliil 1000 abnormalis kromoszéma
transzlokaciot hordozoé sejt kialakulasa valdszintsitheté az emberi szervezetben [20]
A transzlokaciok egy része malignus folyamatokat indit el, melyre példak a PCM-ben

visszatérd modon megjelend IGH transzlokéciok.

1.2.2. Endoplazmatikus stressz - unfolded protein response (UPR)

A centrum germinativumban centroblasztokbdl a fenti folyamatok révén kialakuld
plazmasejtek f6 funkcidja, hogy a SHM és CSR soran képzddott magas affinitast
antitesteket nagy mennyiségben termeljék mindaddig, amig az antigén stimulus
fennall, majd annak megsziinését kdvetden apoptdzis révén elpusztuljanak. Ehhez a
sejt G1 fazisban tartdsa mellett a jelentds fehérje szintézisbdl adddo fokozott
endoplazmatikus stressz kivédése is sziikséges. Elobbi a sejtcikust szabalyozd D-
tipusu ciklin fehérjék transzkripcidja, utobbi a nem megfeleld szerkezetli fehérjék
okozta stressz valasz (UPR), mint tulélési mentd utvonal megfeleld koordinacioja
révén torténik. A nem megfeleld szerkezetli fehérjék felszaporodasakor fokozottan
expresszalodo IREla a plazmasejtek egyik legfontosabb novekedést és tulélést segitd
faktorat, az XBP1 hasitott formajat (XBP1s) hozza létre [20, 23]. A fenti komplex
sejtfolyamatokban bekovetkezd szabélyozési zavar mieloma kialakuldsahoz vezethet
[23]. A mieléma sejtek UPR fiiggdségét igazolja, hogy teljes genom szekvenalasi
vizsgalatok tobb transzlaciot szabalyozo gén (pl. IRF4, XBP1) mutaciojat is igazoltak
mielomaban [24]. Az XBPls fokozott expresszioja allatkisérletes modellekben
mieloma jellegii eltérések Kialakulasahoz vezetett [25], human vizsgalatokban pedig

kedvez6tlenebb Klinikai kimenetellel tarsult [26].
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1.2.3. Plazmasejtek és a csontvel6i mikrokornyezet

Az antigén stimulus elmultaval a plazmasejtek nagy része apoptozis altal gyorsan
elpusztul, mig egy kisebb hanyaduk memoria sejtként a csontveld specidlis részeibe
(niche) vandorol, ahol t6bb évig tartd nyugvéd allapotban talélnek. Plazmasejtes
betegségekben a megvaltozott csontveléi mikrokdrnyezet alapvetden hozzajarul a
betegség kialakulasahoz, progressziojahoz [27].

A normalis plazmasejtekhez képest a malignusan transzformalt mieloma sejtek
csontvel6i affinitasa fokozott. A csontveldi sztroma sejtek (BMSC) VCAMI
sejtfelszini receptordhoz VLA4-en keresztiil kapcsolodva, els6sorban az NFxB
jelatviteli utvonal stimulalasaval kiilonb6z6 autokrin és parakrin modon hato citokinek
szintézisét és szekrécidjat indukaljak. A fokozott IL-6, VEGF, IGF-1, TGFf szekrécid
angiogenezist is indukal, mellyel a tumor fokozott nutritiv igényei is kielégiilnek. A
BMSC-k fokozott RANKL és DKK 1 szekrécioja felelds — szintén az NFkB utvonalon
keresztiil — a tipusos litikus csontléziokban megnyilvanul6 oszteoklaszt aktivacidért és
oszteoblaszt gatlasért [27].

A plazmasejtes mieldma progresszidjaval bizonyos sejtadhézidés molekulak
expresszioja (pl. CD56, CXCR4) — és ezzel a csontveldi fiiggdség — csokken, ami
alapjat képezheti extramedullaris betegség vagy plazmasejtes leukémia kialakuldsanak
[23].

1.3. A plazmasejtes mieloma genetikai hattere

A molekularis biologiai technikdk fejlédésének koszonhetden igazolddott, hogy a
PCM nem csak klinikai megjelenésében ¢és korlefolyasaban, de genetikailag is igen
heterogén, komplex betegség [20, 28]. Mig kariotipizalassal a betegek mintegy 30-
40%-4aban mutathaté ki valamilyen genetikai eltérés, a nagyobb felbontésu,
szenzitivebb modszerekkel (pl. iIFISH, génexpresszios vizsgalatok, DNS microarray-
alapu vizsgalatok, 0j-generaciods szekvenalas) az esetek kozel 100%-aban detektalhato
valamilyen aberraci6 [29, 30]. A kromoszémalisan és szubkromoszomalisan kialakulo
strukturalis, illetve mennyiségi eltérések (specifikus transzlokaciok, kopiaszam
valtozassal jaro eltérések, kiilonbozo jelatviteli utak génjeinek szomatikus mutécioi)

szamos variacioban fordulhatnak el az egyes betegekben. Teljes genom (WGS),
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illetve exom (WES) vizsgalatok atlagosan 35 betegség-relevans mutacid egyideji
jelenlétét igazoltdk betegenként, mellyel a PCM a kozepesen komplex genetikai
hattérrel rendelkezé daganatok ko6zé sorolhatd, tobb eltérést hordozva, mint a
hematologiai betegségek tobbsége, de kevesebbet, mint a spektrum felsé savjaban
elhelyezkedd, akar tobb szaz mutacidval is jaro epitelialis tumorok [31].

Mas daganatos betegségekhez hasonléan a PCM-re is jellemz0, hogy a tumort
tobbféle sejtpopulacio alkotja, melyek kozos, valamennyi daganatos sejtben jelenlévo
klonalis eltéréseken tul kiilonb6z6, csak a sejtek kisebb csoportjaiban kimutathato,
szubklonalis aberraciokkal is jellemezhetok. A klonalis heterogenitas mar a betegség
korai, MGUS fazisaban is igazolhato [32, 33].

A tumorgenezist, progressziot, terapias rezisztencidt szabalyozd genomikus
folyamatok szekvenciajanak vizsgalatara a plazmasejtes megbetegedés informativ
modellnek tekinthetd, koszonhetden a betegség tobb, klinikailag jol elkiilonithetd
stadiumon keresztiil valdo fejlodésének (MGUS-SMM-PCM-PCL). Nagyobb
esetszam, kiilonbozd stddiumokban 1évd betegpopulaciok dsszehasonlitd elemzése,
illetve ugyanazon betegek idébeli nyomon kdvetése alapjan valt ismertté, hogy a tumor
random modon halmozddo és fennmarado masodlagos (szekunder) genetikai eltérések
felelosek, fokozva a daganat genomikai komplexitasat, ami végiil extramedullaris
betegség, illetve plazmasejtes leukémia megjelenéséhez vezet [28, 33].

A korai genetikai eltérések egyik alapvetd csoportjat az IGH gént (14032)
érintd — legtdbbszor kiegyensulyozott — transzlokéciok jelentik, melyek az Gjonnan
diagnosztizalt mielémas esetek koriilbeliil felénél mutathatok ki. A CSR sordn
kialakulo6 DNS torések hibas javitasakor létrejovo atrendezddések révén a
plazmasejtekben aktivan atirodd IGH erds enhanszer hatidsa ald keriilhet tobb
potencialis onkogén. A leggyakoribb érintett 16kuszok a 11913, 6p21, 4p16, 16923 és
20q11, mellyel rendre a CCND1, CCND3, FGFR3/MMSET, c-MAF és MAF-B gének
fokozott expresszidja alakul ki. E16bbi kettd kdzvetleniil, utobbi harom indirekt modon
fokozza a D-tipusu ciklinek kifejez6dését, ami a sejtek G1/S atmenetének eltolasaval
proliferaciot eredményez. Ezek az aberraciok jellegzetesen nem-hiperdiploid
kariotipussal tarsulva észlelhetoek [16]. Diagnoziskor az esetek koriilbeliil 5%-aban a
fentiektdl eltérd transzlokaciok is eléfordulhatnak.

A primer eltérések masik f6 formdjat a jellemzdéen pdératlan szamu

kromoszomakat (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 és 21) érintd triszomidk halmozott jelenléte
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alkotja, ami hiperdiploid kariotipust eredményez. Ebben, a betegek 50-55%-4t érintd
csoportban a tumoros sejtmagokban szamfeletti, 48-75 (atlagosan 53) kromoszoéma
detektalhato [16, 34].

A PCM esetek jellemzden vagy az IGH transzlokaciok, vagy a hiperdiploiditas
altal definialt csoportba sorolhatok, a betegek 10%-aban azonban ezek a jellemzdok
kombinaltan is megjelenhetnek [16]. Ritka, visszatérd modon jelentkezd primer eltérés
még a 14-es kromoszoéma monoszomiaja vagy az immunglobulin kénnytilancok
génjeit (IG kappa - IGK és IG lambda - IGL) érintd transzlokaciok. A negativ
eredménnyel zarul6 diagnosztikus citogenetikai vizsgalatok hatterében elsdsorban az
alkalmazott modszer alacsony szenzitivitasa és reprezentativitasa, a plazmasejtek
alacsony proliferacids sebessége, illetve a minta alacsony tumorsejt tartalma allhat
[35].

A primer eltérések a betegség valamennyi fazisaban — mar MGUS-ban is —
kimutathatok, mely bizonyitja a mielomagenezis szempontjab6él meghatarozo
szerepliket [5, 20, 22, 32]. Masik jellegzetességiik — szemben a szekunder eltérésekkel
—, hogy mar diagndziskor a tumorsejtek dontd tobbségében, legtobbszor klonalisan
vannak jelen. Dominans klont jellemz6 abnormalitasokrol 1évén sz, a betegség
lefolyasa soran valtozatlanul megmaradnak, vizsgalatuk a korlefolyas soran egyszer,
a diagnoéziskor elegendd, ismételt vizsgalatuk nem sziikséges.

Az MGUS vagy SMM betegek nem elhanyagolhatd része azonban sosem
progredial PCM-be, mely arra utal, hogy a progressziohoz tovabbi szekunder genetikai
aberraciok tarsulasa is sziikséges. Ezzel 0sszhangban, PCM diagndzisakor atfogo,
kelléen szenzitiv technikdk alkalmazasaval a primer abnormalitdsokon tul szamos
tovabbi genetikai eltérés is kimutathat6 az esetek tobbségében [36]. Ezek szdma és
Osszetettsége a genomikus instabilitds révén egyre fokozddik a betegség
elérehaladdsaval, amit a sorozatos, random modon kialakuldé szekunder genetikai
eltérések és azok mikrokornyezet altal is befolyasolt szubklonalis szelekcidja vezérel
[28].

A kromoszomalis ¢és szubkromoszomalis régiok mennyiségi és/vagy
strukturalis valtozasaibol adodd genetikai heterogenitas ismert jelenség PCM-ben.
Korabbi tanulmanyok szdmos, a betegség kimenetelével dsszefiiggést mutato eltérést
azonositottak, mint példaul a -13/del(13), amp(1q), del(17p), del(1p), del(12p) és
del(16q) [16, 22, 36]. A deléciok esetén tumor-szuppresszor gének, kopiaszam

nyeréssel jaro esetekben sejtproliferaciot fokozd gének modosult expresszidja
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val6szintisithetd a hatasmechanizmus hatterében. Ezek pontos feltérképezésében a
nagy felbontasu atfogd vizsgalatok (pl. génexpresszids vizsgalatok, DNS-microarray
analizis, Uj-generacios szekvenalas) segitenek. Ezek a vizsgalatok igazoltdk a MAPK
¢és NF«B jelatviteli utvonalak tobb génjének érintettségét, valamint a DNS repair-ben
kozremiikodo géneket vagy a MYC onkogént érintd aberraciok PCM progresszidjaban
betoltott, szamos esetben prognosztikus jelentdséggel is bird szerepét [20, 22, 23, 28].

Irodalmi adatok alapjan a fenti genomikus valtozasok mellett a korfolyamatot
epigenetikus modosulasok is vezérlik [23]. Microarray vizsgalatok a normalis B-
sejtekétol eltéro, és a betegség kiilonbozo stadiumait is egyedileg jellemzo metilaciods
profilt azonositottak. Az MGUS-PCM atmenetnél genomikus instabilitdshoz vezetd
altalanos DNS-hipometilacio volt megfigyelhet, mig a PCM-PCL atmenetet inkabb
gén-specifikus hipermetilacié jellemezte [37]. Ez utobbi jelenség elssorban jelatviteli
utvonalak, illetve sejt adhéziot szabalyozo gének fokozott metilacidjaban nyilvanult
meg (példdul CDKN2B, CALCA). A gén-specifikus hipermetilaciéo gyakrabban
figyelhet6 meg t(4;14) pozitiv betegekben, ahol a hiszton metilacidjanak
szabalyozasaban résztvevd MMSET fokozott miikddése alakul ki a transzlokacid révén
[20, 37].

A mieldma kialakulasat €s progressziojat vezérld genetikai folyamatokat az 1.
abra foglalja 0ssze. A leggyakoribb primer €és szekunder genetikai abnormalitdsokat
az 5. tablazat sorolja fel, melyek koziil a legjelentdsebbek a kovetkezd alfejezetekben

keriilnek bemutatasra.

1.3.1. Oroklott genetikai eltérések

Az 50 évnél iddsebb betegek kozott az MGUS incidencidja 3%, a PCM el6fordulasa
az afro-amerikai fekete populacioban koriilbelill kétszeres a kaukazusi fehérekhez
képest, legalacsonyabb az azsiai népcsoportokban [6]. Epidemiologiai vizsgalatok
csaladi halmozodast is igazoltak. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy léteznek
oroklott (,,germline™) prediszpoziciot eredményezd genetikai variansok. Mieldmas
beteg csaladtagjaiban 2-4-szer magasabb valdszinliséggel jelenik meg a betegség
(relativ riziko, RR=2,1; 95% CI: 1,6-2,9), MGUS vonatkozasaban is hasonlo csaladi
riziké all fenn (RR=2,1; 95% CI: 1,5-3,1) [38, 39]. Tobb ezer mielomaban szenvedd
betegen ¢és egészséges egyénen elvégzett, genom-szintli egyedi nukleotid

polimorfizmus (SNP) vizsgalatok 7 genetikai l6kusz érintettsége esetén igazoltak
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betegséggel vald asszociaciot (2p23.3, 3p22.1, 3q26.2, 6p21.33, 7p15.3, 17p11.2 és
22013.1), melyek egyiittesen a csaladi halmozddas rizikojanak koriilbeliil 13%-aért
felel6sek, igy tovabbi régiok szerepe is valOszinlsithetd [20, 40]. Lehetséges
iranyitoként a DNMT3A (2p), ULK4 (3p), CDCAT7L (7p) és CBX7 (22q) géneket
azonositottak, melyek eltérései mas daganatokban is leirasra keriiltek korabban [40].
Ugyanezen 16kuszok érintettségét igazoltadk MGUS kialakuldsdnak vonatkozéaséaban is,
mely azt sugallja, hogy ezek az aberraciok a korai tumorgenezis folyamataban
jatszhatnak szerepet [41]. Annak felderitése, hogy az abnormalitasok pontosan milyen
mechanizmusok révén fokozzak a mieloma kialakuldsanak kockazatat, még tovabbi

vizsgalatokat igényel.

1.3.2. Szambeli kromoszoma aberracidk

A hiperdiploiditas egyéb B-sejtes malignus folyamatokban (példaul akut limfoblasztos
leukémia) is észlelhetd, azonban PCM-ben jellemzden a paratlan szamu (3, 5, 7, 9, 11,
15, 19 és 21-es) kromoszomak érintettsége figyelheté meg [42]. A leggyakrabban,
csokkend gyakorisdgi sorrendben a 9, 15, 19, 5 és 3-as kromoszomak triszomiai
fordulnak el6 [43]. A triszomiakbol adddo hiperdiploiditas primer citogenetikai
aberracionak tekinthet6, mivel a betegség korai fazisaiban is mar kimutathaté a
dominéns klonban. Kialakuldsanak pontos mechanizmusa nem ismert, az 4ltalanosan
elfogadott hipotézis szerint nem sorozatos események okozzak, hanem egyetlen
»Katasztrofalis” mitozis soran végbemend kromoszoma szegregaciés hiba
eredményezi [20, 44]. Bioldgiai hatasat tekintve az érintett betegek egy csoportjaban
sejtproliferaciot szabalyozo gének, ugymint IL-6 és HGF fokozott expresszidja
mutathato ki, masokban anti-apoptotikus hatast eredményezé TNF/NF«B jelatviteli
utvonalat szabalyozé gének modosulasa jelentkezik [45]. Primer IGH
transzlokaciokkal valé egyiittes el6fordulasa a betegek csekély részében (max. 10%)
észlelhetd, szekunder aberraciokkal (jellemzéen MYC-transzlokacioé, 17p hiany)
azonban gyakran mutat egylittes el6fordulast, kiilondsen a progredialo esetekben.

A hiperdiploid betegek prognézisa ugyan rosszabb a normalis kariotipussal
rendelkezékénél, de jobb, mint a hipodiploid (<45 kromoszomat hordozd) betegeké
[46], bar az egyes tanulmanyokat tekintve ezek az adatok nem mutatnak egységes
képet. Amennyiben egyéb magas rizikoju eltéréssel (pl. del(17p), t(4;14), +1q)

kombinaltan észlelhetd a hiperdiploiditas, a kimenetel mar kevésbé kedvezd, igaz jobb
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annal, mintha ezek hiperdiploiditas nélkiil fordulnanak eld. A hiperdiploiditas kedvezo
prognosztikai hatdsa egyes irodalmi adatok alapjan a 3-as és/vagy az 5-0s
kromoszomak triszomidinak kdszonhetd. Ezzel ellentétben a 21-es triszomia jelenléte

tobb tanulmanyban is kedvezétlenebb talélési eredménnyel tarsult [18, 47].

1.3.3. Kromoszoma transzlokaciok

1.3.3.1. IGH gént érintd transzlokaciok

Primer IGH transzlokaciok esetében 6t f6 partner gén/lokusz (CCND1-11qg13,
FGFR/IMMSET-4p16, c-MAF-16023, MAFB-20qll, CCND3-6p21) visszatérd
érintettsége figyelhetdé meg, melyek az atrendez6dés kovetkeztében az IGH (14q32)
gén promoterének fokozott enhanszer hatdsa ald keriilnek [16, 20, 22]. Nem
kizardlagosan, de tobbségében kiegyensulyozott transzlokacidkrdl van szd, melyek
célzott kimutatdsdhoz az iFISH alkalmazasa terjedt el széleskorben. A mddszer a
konvenciondlis citogenetikai vizsgéalathoz képest gyorsabb, nagyobb érzékenységii

vizsgalatot tesz lehetdveé, fokozottabb eredményességgel.

t(11;14)
A(11;14)(913;032) a leggyakrabban el6fordulo, kiegyensulyozott IGH transzlokacio,
mely a betegek 15-20%-aban mutathato ki [16, 22]. Hatasara a CCND1 génnek —
normalis érett B-sejtekre nem jellemzd — fokozott expresszidja alakul ki, melynek
kovetkeztében a mielomas sejtek G1-boél S fazisba keriilnek [48]. Morfologiailag
limfoplazmocitas jelleg és CD20-pozitivitds jellemz6 ra, klinikailag ebben a
csoportban gyakoribb a A-kdnnytilanc érintettsége, illetve az amiloidézis kialakulasa.
Hagyomanyosan jo prognozist jelentd eltérésnek tartjak, de a vizsgéalatok egy
részében ez a megfigyelés a statisztikai szignifikancia szintjét nem érte el. Az érintett
betegek egy kisebb alcsoportjaban (kb. 10%) a CCND1 gén egyidejii aktivalo
mutaciojat is észlelték WES vizsgélat soran, ami progressziv lefolyassal, plazmasejtes
leukémiaval, kedvez6tlen klinikai kimenetellel tarsult [49]. Prognodzis szempontjabol

az eltérés igy Osszességében neutralisnak vagy standard rizikdjunak tekintendd [16,

28].

t(4;14)
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A 1(4;14)(p16;932) mielomara nézve specifikus. A 4p16 16kuszon 1évé novekedési
faktor receptor FGFR3 és a hiszton metilacioban szerepet jatsz6 MMSET fokozott
expressziojat eredményezo atrendezddés diagnozis idején iFISH vizsgalattal az esetek
kb. 15%-aban mutathaté ki. A toréspont a két gén kozott van, melyek koziil az
onkogenezis szempontjabol az MMSET domindns szerepe feltételezhetd, mivel az
esetek 30%-aban a transzlokacio kiegyensulyozatlan és FGFR3 expresszio nem
igazolhat6 [50, 51]. Az MMSET fokozott miikkddése szamos gén — pl. CCND2 —

Klinikailag jellegzetes az IgA-mielomaval valo tarsulasa és agressziv, rovid
remisszios idészakokkal jellemzett gyors korlefolyasa, mely alapjan az IMWG R-ISS
staging rendszere a magas rizikoju eltérések kozé sorolja [19], igaz a proteaszoma
gatlok alkalmazasa jelentsen javitott az érintett betegek tulélési eredményein [52].
Ezt figyelembe véve a Mayo-klinika riziko-stratifikalé rendszere (nSMART) inkabb
intermedier rizikot hordozo eltérésként tartja szamon [21]. A t(4;14) gyakran egyéb
abnormalitassal tarsultan ¢észlelhetd, melyek koziil némelyik enyhiti (pl. 5-0s
triszomia), mas fokozza kedvezdtlen hatasat (pl. del(17p), +1q, del(1p), igy szerepét a
tarsulo eltérések figyelembe vételével kell értékelni [18, 53].

Ritka visszatéro IGH transzlokaciok: t(6;14), t(14;16), t(14;20)

A 6p21 16kuszon a CCND3 fehérje direkt expresszid fokozddasa vezet a tumor
kialakuldsdhoz. A transzlokacio alacsony incidencidja (kb. 2%) miatt prognosztikus
jelentdsége nehezen megéllapithatd, de hagyomanyosan standard eltérésnek tekintett
[16]. A 16923 lokuszt érint6 atrendezddéssel a c-MAF-gén, a 20q11 érintettségével a
MAFB onkogén aktivacidja alakul ki. El6bbi vonatkozasaban 4-5%-o0s, utobbinal
kevesebb, mint 1%-os eléfordulassal szamolhatunk. Bar a t(14;16) abnormalitas ritka
eltérés, plazmasejtes leukémiaban gyakrabban észlelheté (PCL sejtekbdl képzett
human mieldoma sejtvonalaknal akar 25%-0s el6fordulasa is észlelhet6 [54]), igy az
IMWG R-ISS rendszere magas rizikdju aberracioként értékeli [19]. Mind a MAF,
mind a MAFB fokozott expresszidja CCND2 aktivaciot eredményez.

1.3.3.2. MYC onkogént érintd transzlokaciok

A 8q24 16kusz abnormalitasai nem ritkak mieldmaban, génexpresszids vizsgalatok a
MYC onkogén gyakran fokozott kifejez6dését igazoltak. Ez a jelenség a gén mutécioja,

amplifikacidoja mellett transzlokaciok révén is kialakulhat [55, 56]. Ezek az
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atrendezddések CSR-tdl fiiggetleniil jonnek létre. A leggyakoribb partner régiok az
immunglobulin nehéz-, illetve konnyllancok lokuszai a 14-es, 22-es ill. 2-es
kromoszéman (IGH - 16,5%, IGL — 16,5%, IGK — 6%, rendre), de emellett az 1-es, 6-
os és X kromoszomak is visszatéréen érintettek lehetnek, melyek altal a MYC szuper-
enhanszerként funkcionéalé gének (pl. FAM46C, XBP1, FOXO3, BMP6) hatasa ala
keril [28, 56, 57].

A MYC-aberraciok masodlagosan kialakulo eltérések, MGUS-ban, SMM-ben
ritkan (3-4%) észlelhetdk, PCM-ben viszont mar az esetek 15-20%-aban detektalhatok
diagnéziskor [55]. Relabalt/refrakter esetekben még magasabb incidencia is eléfordul
[57]. Leginkabb nem-hiperdiploid mielomaban észlelhetd, t(4;14) eltéréssel
jellemzden ritkdn kombindlodik. Jelenléte agresszivebb korlefolyassal, gyakran
extramedullaris betegséggel tarsul, kedvez6tlen prognoézist hordoz mind a PFS, mind

az OS vonatkozasaban [57].

1.3.4. DNS kopiaszam eltérések

Az elézdekben targyalt kiegyenstlyozatlan primer eltérések (triszomiak, 14-es
monoszomia) mellett szekunder jellegli kopiaszam valtozéassal jard aberraciok is
visszatérden megjelennek mielomaban. A  teljes kromoszomakat érintd
abnormalitdsok mellett szubkromoszomalis tobbletek/amplifikaciok, illetve deléciok
is mutatkoznak. Vizsgalatuk a klinikai diagnosztikdban szintén elsdsorban iFISH
modszerrel torténik. A szondak célzottabb tervezésével a minimalisan érintett régiok
mérete egyre jobban koriilhatarolhatd, de a patomechanizmusban lényeges szerepet
jatsz6 gének azonositasa szamos aberracid kapcsan még tovabbi részletes
vizsgalatokat igényel. Altalanossagban elmondhat6, hogy deléciok esetén tumor
novekedést gatld szuppresszorok, amplifikdcid esetén proliferaciot serkentd gének
érintettsége valdsziniisithetd. Kopiaszdm nyerés leggyakrabban az 1q, 5q, 9q, 11q,
150, mig vesztés az 1p, 6q, 8p, 13q, 164, 17p kromoszoma karokra lokalizalodik [16,
20, 40, 43].

1.3.4.1. 13-as kromoszéma abnormalitasok: 13-as monoszémia és 13q delécio

Az egyik leggyakoribb eltérés diagndzis idején, az esetek kozel 50%-aban mutathato
ki, jellemz6en nem-hiperdiploid mielomahoz tarsul [16]. Bar MGUS-ban és SMM-

ben valamivel ritkabb az eléforduldsa, ezekben a korai stadiumokban is gyakran
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klonalisan észlelhetd. Ez alapjan a betegség korai fazisaban akviralt aberracionak
tarthato, primer vagy szekunder jellegérol eltérd irodalmi adatok allnak rendelkezésre
[16, 28]. Az esetek 85%-aban a teljes kromoszoma vesztése (13-as monoszomia)
fordul eld, igy kariotipizalas is egyértelmiien detektalhatja [58], a fennmarad6 15%-
ban azonban intersticialis deléci6 all a hattérben, mely kromoszéma savozasi
modszerrel nehezebben mutathaté ki [59]. A delécid altal minimalisan érintett 10kusz
a 13914.11-13q14.3 régiora lokalizalodik, mely 68 gént tartalmaz (tobbek kozott az
RB1, EBPL, RCBTB2, valamint a mir-16-1 és mir-15a mikroRNS géneket) [28]. Az,
hogy a fentiek koziil valojaban melyik is a patogenetikus eltérés, intenziven vizsgalt
kérdés. A legelfogadottabb hipotézis szerint a tumor szuppresszor RB1 gén vesztése a
meghatarozo, azonban legtobbszor csak monoallélikus delécid igazolhatd, a masik
allél mutacidja ritka jelenség. Tovabbi potencialis génként a DIS3 exoszéma
endoribonukleaz szerepe mertiil fel, melynek a kopiaszam valtozas altal nem érintett
allélon valé mutécioja az ujonnan diagnosztizalt PCM esetek 10%-aban mutathato ki,
75%-ukban del(13q) fennalldsa mellett, ami magyaraznd a biallélikus 13q
funkciovesztést [22].

A 13q delécidt korabban kedvezétlen prognosztikus tényezének tartottak,
azonban mas kedvezotlen citogenetikai eltérésekkel vald szoros asszociacioja
megneheziti 6nalld prognosztikus szerepének megitélését. A t(4;14) pozitiv esetek
90%-aban alakul ki 13qg hiany is, a jelenlegi nézet szerint iFISH-sel kimutatva nem
0nallo kedvezOtlen prognosztikus marker, csupan kiegészitd jelzOje tovabbi

kedvezdtlen citogenetikai aberraciok jelenlétének [16].

1.3.4.2. 17p delécio

Kedvezétlen prognosztikai eltérés, mely az ijonnan diagnosztizalt esetek 7-10%-aban,
relabélt vagy refratker mieldémaban viszont akar 80%-ban is kimutathat6. Korai
stadiumokban (MGUS) nem jellemz6 eléfordulasa, PCL-ben, EMD-ben viszont
gyakran klondlis megjelenése ¢észlelhetd, mely alatdmasztja a betegség
progresszidjaban betoltott meghatarozo szerepét [16].

Legtobbszor a 17-es kromoszdma teljes rovid karjanak delécioja alakul ki, a
minimalisan deletalt régio a 17p13 lokuszra tehetd, mely a TP53 tumor szuppresszor
gént tartalmazza. A TP53 delécioval jelentds genomikai instabilitas alakul ki a DNS-

karosodasra adott normalis protektiv sejtfolyamatok (DNS-repair, apoptozis, sejtciklus
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leallas) karosodasa révén, ami tovabbi citogenetikai aberraciok megjelenését segiti az
érintett klonban. A masik allél szimultan mutacidja 30-40%-ban figyelhetd meg 17p
delécid esetén, ennek hianyaban joval ritkabb [28]. Ez azt is jelenti, hogy az esetek 60-
70%-aban eltér6 gén/gének feleldssége is felmeriil. Ezek azonositasaban Gj-generacios
szekvenalas (NGS), illetve egyéb nagy felbontasii modszerek segithetnek a jovoben.
A del(17p) negativ prognosztikus szerepét szamos vizsgalat igazolta [60-62].
Jelenléte mind PFS, mind OS szempontjabol kedvezétlen kimenetellel parosul,
agressziv, gyors betegséglefolyas, illetve extramedullaris manifesztaciok gyakori
kialakulésa jellemz6. Valamennyi riziké stratifikalé rendszer magas rizik6t hordozo
aberracioként kezeli, bar vannak irodalmi adatok arra vonatkozdan is, hogy
kedvezdtlen hatasa csak 60%-ot meghaladd klondlis érintettség, illetve biallélikus

aberracio esetén szignifikans mértéki [60, 62].

1.3.4.3. 1-es kromoszéma abnormalitasok: 1q tobblet és 1p delécio

Az l-es kromoszoma hosszi karjanak tobblete gyakori jelenség, az ujonnan
diagnosztizalt esetek 35-40%-aban észlelhetd. Az altaldban a teljes hosszii kar
régidban 1évo toréspontnal jon létre, jellemzden jumping transzlokacid révén. A
minimalisan amplifikalt régio az 1q21.1-1923.3 lokuszokban mutatkozik, mely 679
gént tartalmaz [63]. Az aberrdcioban érintett kromoszoma régid kiterjedt méretébol
adodoan egyeldre nem tisztazott, hogy pontosan melyik gén fokozott expressszidja
felelds elsddlegesen a bioldgiai hatasért, a legtobb tanulmany a CKS1B gén szerepét
hangulyozza, bar tovabbi potencialis gének meghatarozo szerepe sem zarhato ki (pl.
ANP32E, BCL9, PDZK1) [20].

Az 1q tobblet gyakran egyiitt észlelhetd mas magas rizikdju eltérésekkel (pl.
t(4;14), 1p hiany, 17p hiany), igy Onallo prognosztikus jelentdsége nehezen
hatdrozhaté meg, de a legtobb vizsgalatban kedvezdtlen prognosztikai markernek
mutatkozott [63-65]. Egyes irodalmi adatok alapjan az 1q tobblet kedvez6tlen hatasa
dozis-fliggést mutat: 4 vagy tobb kdpia esetén (amplifikacid) a tulélési eredmények
rosszabbnak tlinnek a csak 3 kopiaval rendelkezé (nyerés) esetekhez képest [66].

Az l-es kromoszoéma rovid karjat érintdé delécio sok esetben egyiittesen
jelentkezik a hosszi kar eltérésével, szintén gyakran pericentromerikus toréspontnal

végbemend kromoszdma torés révén. Az Gjonnan diagnosztizalt esetek kb. 25%-aban
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detektalhato, sok esetben 1q tobblettel, hipodiploiditassal, t(4;14) transzlokacioval és
del(17p) abnormalitdsokkal tarsulva. Alapvetden kedvezdtlen prognosztikai
markernek tekintett, egy kozel 1200 beteget vizsgald tanulmanyban mind a PFS, mind
az OS vonatkozasaban 6nall6 fiiggetlen paraméterként rontotta a varhatd kimenetelt
[67]. Az még nem teljesen tisztazott, hogy az aberracio altal mely gének kopiaszam
csokkenése all a kedvezotlen korlefolyds hatterében, az 1p12 régidban kodolt ciklin-
dependens kinaz gatlo CDKN2C és az apoptozis indukalé FAF1, valamint az 1p32.3

l6kuszon a tumor-Szuppresszor hatasi FAM46C a legvaloszinlibb célpontok [28].

1.3.5. Szerzett mutaciok

Az uj-generacios szekvenaldson alapuldé modszerek megjelenésével a teljes genom,
illetve a teljes exom nukleotid felbontdsu vizsgélatai is elérhetdvé valtak, mely
nagymértékben segitette a PCM genetikai hatterének alaposabb feltérképezését. Egy
2015-ben publikdlt tanulmanyban 463 immunmoduldns-alapu kezelésben részesiilt,
ujonnan diagnosztizalt mielomas (NDMM) betegen végeztek WES vizsgalatot és
értékelték az eltérések tulélést befolyasold hatasait [68]. AZ IGH transzlokaciokban
érintett CCND1 és FGFR3 gének szimultdn mutacidja (12% és 17%, rendre) mellett a
genom kodolo régidiban tovabbi visszatérd mutaciokat azonositottak, melyek
jellemzben 2-3 jelatviteli utvonal vagy DNS-repair szempontjabol fontos génekre
korlatozodtak, aldtdmasztva ezen folyamatok kiemelkedd szerepét a mieldma
korlefolyasdban. A mutaciok lehetnek aktivalo vagy szuppresszor jellegliek, de k6zos
szekunder, szubklonalisan el6forduld, progressziot vezérlé ,,driver” mutaciok.

A leggyakoribb mutaciok a MAPK jelatviteli utvonalat érintik, a KRAS, NRAS
¢s BRAF génekben fordulnak eld, egyiittesen az esetek kozel 50%-aban mutathatok ki
(21%, 19%, 6% rendre) [68], viszont sem a PFS-t, sem az OS-t nem befolyasoljak
kedvezdtleniil. A BRAF V600E pontmutaci6 — bar nem gyakori jelenség — jelent0ségét
az adja, hogy kimutatasa célzott BRAF gatlo vemurafenib terapiat tehet lehetové [69].

Az NF«B jelatviteli utvonal aktivaldo mutécioi szintén visszatéréen, az NDMM
esetek kb. 20%-aban észlelhetok anti-apoptotikus hatdsban manifesztalodva. A
leggyakrabban érintett gének a TRAF3 (14g32), CYLD (16q), BIRC2 és BIRC3 (11q),
LTB (6p21) és az IKBKB (8p1l). A betegek talélését azonban ezek a mutaciok nem
feltétleniil csokkentik [68].
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A DNS-repair folyamataban szerepet jatsz6 TP53, ATM ¢és ATR gének
szomatikus mutacioi a PCM-es betegek kb. 15%-ban fordulnak el diagnoéziskor. A
DIS3 (13q) és FAM46C (1p) inaktivald mutacioi kb. 10-10%-ban detektalhatdk, tumor
szuppresszor hatasuk feltételezhetd [20, 28, 68].

Tovébbi, elsésorban a B-sejt differencidlodas folyamatat iranyité gének
mutaciol is visszatéréen kimutathatok PCM-ben. A transzkripcio gatlo IRF4 és
PRDM1 (mas néven BLIMP1) mutécioi egylittesen 10%-ban fordulnak elé. Az IRF4
[68].

Az 0j-generacids szekvenalason alapuld modszerek jovobeli szélesebb kort
alkalmazasaval feltehet6en tovabb bdviil majd az érintett gének listaja, azonositasuk

esetleges terapias célpontokat is felfedhet a jovében.

1.3.6. Genetikai heterogenitas és klonalis evolucié

A PCM genetikailag heterogén betegség, mely a betegek kozotti eltérd genomikus
hattér mellett egy adott beteg mielomas sejtjeinek sokféleségében is megnyilvanul. A
korabbi, hagyomanyos citogenetikai modszerekkel végzett vizsgalatok eredményei
részben mar felfedték az egyes betegek sejtpopulacidinak valtozatossagat, ennek
mértékeérdl azonban joval pontosabb képet nytjtanak a modern, féleg 0j-generacios
szekvenalason alapuld molekularis technikak. A genetikai eltérések tipusaikban és az
érintett sejtek mennyiségében is eltérést mutatnak a tumoron beliil. Bizonyos
aberraciok minden mielomas sejtben jelen vannak — igy klondlisnak tarthatok —, mas
eltérések a koros sejtek csak egy részét érintik, azaz szubklonalisak. A genetikai
komplexitds mar a daganat kialakuldsakor, MGUS-ban is észlelhetd [32], a betegség
progressziojaval pedig tovabb fokozodik. Ujonnan diagnosztizalt PCM esetekben
WES moddszerrel atlagosan 5 szubklon parhuzamos jelenlétét igazoltdk, melyek a
kozos klonalis jellegek mellett (leggyakrabban primer aberraciok) valtozatos
szekunder genetikai eltérésekben kiilonboztek egymastol [28]. Ezen feliil ugyanazon
beteg kiilonboz6 anatdmiai lokalizacioibol aspiralt mintaiban is eltérhet a szubklonalis
Osszetétel, ami eltérd mikrokdrnyezeti hatasra bekdvetkezd térbeli heterogenitasra utal
[70].

A betegség progresszidjat random modon megjelend €s a determinisztikus

szelekcid hatasara fennmarad6 genetikai aberraciok vezérlik (driver mutaciok),
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melyek az érintett sejtpopulaciok eltérd bioldgiai viselkedését eredményezik. Az a
szubklon ,,viszi” tovabb a betegséget, amelyik proliferacios készsége,
mikrokornyezettel valod kapcsolata és apoptozis gatlason keresztiili talélési készsége
kapcsan szelekcids elonyt nyer a mutaciok altal. A klonalis evoluci6é ezen darwini
jellege mas daganatokhoz hasonléan mielomaban is megfigyelhetd [71, 72]. Az
alkalmazott terapia tovabbi szelekcios tényezoként alapvetden befolydsolhatja ezt a
folyamatot, a szenzitiv klénok hattérbe szorulhatnak, teret adva az adott kezelésre
szekvencialis terapia megtervezésénél fontos szem eldtt tartani.

Az emlitett biologiai torvényszeriségeket figyelembevéve tobb, klinikailag
relevans kovetkeztetés is megallapithatd: 1. kombinacids terapiatol fokozottabb
hatékonysdg varhato, mivel tobb tamadasponttal tobb klon vehetd célba; 2. egy
korabban effektiv terapia a kezelési szekvencia késObbi fazisaban tijra hatékony lehet,
a klonalis 0sszetétel valtozasanak fliggvényében; 3. a valtozo klonalis Osszetétel miatt
a genetikai vizsgélatokat nem elég egyszer, hanem minden progresszid esetén ajanlott
ujra elvégezni visszatérd szekunder eltérések iranyaban.

A teljes exom szekvenaldsi vizsgalatok a legtobb mutdcido vonatkozasaban
mind klondlis, mind szubklonalis eléfordulast kimutattak. Bizonyos aberracidok
gyakrabban mutathaték ki klonalis forméaban, mint szubklondlisan (pl. del(17p),
del(1p), mely alapjan a progresszié koraibb szakaszaban gyanithatd a jelentdségiik,
emellett arra is utalhatnak, hogy erdsebb tulélési szignalt hordoznak a sejtek szadmara.
Mas abnormalitasok jellemzéen szubklonalisan észlelhetdk (pl. FAM46C), mely

alapjan kialakulasuk a korlefolyas kés6i fazisaban valoszinisithet6 [28].

1.4. A mieloma genetikai és transzkriptomikai vizsgalomaodszerei

Az el6z6 fejezetben emlitett sajatossagok értelmében a mieldomahoz tarsuld genetikai
eltérések atfogo €s alapos felderitése komoly prognosztikus és terapids jelentéséggel
bir. A szamos abnormalitis kimutatdsa azonban — az eredmények megfeleld egyiittes
értékelése mellett — komoly diagnosztikus kihivast jelent. A  genetikai
abnormalitdsokat vizsgdld modszerek az analizalt régidk szamaban és méretében,
feloldo képességiikben, szenzitivitasukban jelentds variabilitast mutatnak, mely

részben magyarazza ugyanazon abnormalitas kiilonféle tanulmanyokban megfigyelt,
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eltérd incidencia adatait. A modern médszerek (pl. DNS-microarray, NGS) atfogdan,
nagy felbontassal képesek a genom eltéréseit vizsgalni, ezaltal egyre tobb régio
aberraciojat igazolva hozzajarultak a plazmasejtes betegségek genetikai
heterogentidsanak és komplexitasanak feltérképezéséhez, finanszirozasi korlatok miatt
azonban nem egységesen elérhetdek. Széleskorli hazai alkalmazasuk ma még nem
realis elvaras, igy a klasszikus metddusoknak tovabbra is van létjogosultsaga. A
kovetkezOkben roviden attekintjiik a mieloma diagnosztikdjaban legmeghatarozobb

szerepet jatszo genetikai és transzkriptomikai modszerek jellemzdit.

1.4.1. Konvencionalis citogenetika

A kromoszéma G-savozas kozel 50 éve alkalmazott mddszer. A metafdzisban 1évo
sejtek analizise tobb (4tlagosan 2-6) napos specialis stimulacios koriilmények kozott
torténd in vitro sejttenyésztést kovetden végezhetd el, az egyes kromoszomak specialis
festési eljaras (Giemsa-savozasi technika) utan analizalhatok. A modszer iddigényes,
tovabba a minta elokészitése, kiértékelése nagy gyakorlatot és szakértelmet kivan, igy
az eljaras teljes egészében nem igazan automatizalhato.

Mielémaban a konvenciondlis citogenetika alkalmazhatosagat alapvetden
korlatozza a csontveli aspiratum plazmasejtjeinek alacsony mitotikus aktivitasa,
melynek kovetkeztében a mintadban jelen 1évé nem neoplasztikus vérképzo
szervrendszeri sejtek gyakran tilndvik a mieldoma sejteket a tenyésztés soran, melynek
kovetkeztében sokszor nem kapunk reprezentativ eredményt. A 20 értékelhetd
metafazis kinyerését a plazmasejtek preparalas soran bekovetkezd sériilése is
korlatozza. A modszer ugyan lehetdséget ad a teljes kromoszoma készlet egyedi sejt
szintli vizsgalatdra — ¢s ezéltal a klinikai diagnosztikaban elterjedt egyéb célzott
vizsgalatokkal le nem fedett régiokrol is nyerhetiink informaciot —, azonban 3-10
megabazisos feloldoképességébdl adodoan kisebb kromoszoma régiokat érintd
eltérések gyakran rejtve maradnak. Mindezekbdl kovetkezéen ezzel a modszerrel az
NDMM esetek csupan 30%-aban nyerhet6 értékelheté eredmény [40], aneuploiditas
és kedvezétlen klinikai kimenetellel tarsulé komplex kariotipus [73] kimutatasa
mellett esetleges terapia hatasara bekovetkezé mielodiszplazia igazolasaban segithet
[35].
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1.4.2. Fluoreszcens in situ hibridizacio

A modszer a konvencionalis kariotipizalastol eltéréen nem igényel sejttenyésztést,
interfazisban 1év sejteken is elvégezheté. Bar az iFISH a PCM-re jellemz6, gyakran
komplex modon jelentkezd citogenetikai aberraciok teljes genomot atfogo vizsgalatara
nem alkalmas, szamos kariotipizalassal kimutathatatlan eltérést képes nagyszamu
sejtben detektalni fokozott feloldoképességének koszonhetden. A 100 kilobazistol 1
megabazisig terjedd régiokat lefedd, fluoreszcensen jelolt szondakkal 24 6ran beliil
eredményt adva, egyedi sejt szinten analizalhatok a progndzis becslés szempontjabol
legfontosabb kiegyensulyozott és kiegyensulyozatlan eltérések. Ennek kdszonhetden
a mindennapi diagnosztikaban ez a standard moddszer terjedt el, elérhetésége minden
mieloma centrumban alapkovetelmény [74].

A vizsgalat hatékony elvégzésének egyik legfébb akadalya a csontveldi
aspiratum alacsony plazmasejt tartalma (ez kiilonésen MGUS-ban jelent gondot),
melyen a minta specifikus (CD138-alapu) magnesgyongyds dusitasaval lehet javitani
[74]. A szondak altal lefedett région beliili strukturalis valtozasok, kisebb deléciok
alnegativ eredményhez vezethetnek. Tovabbi hatranya, hogy csak ismert régiok célzott
analizisére hasznélhatd, spektralis detektalasi korlatai miatt pedig egy reakcidban
egyszerre csak 2-3 kiilonb6z6 szinli szondaval jeldlt 10kusz vizsgalhatd. Tobb régiot
célzd vizsgalatok elvégzését a rendelkezésre 4ll6 minta rendszerint alacsony
mennyisége korlatozza.

Az IMWG altal javasolt R-ISS riziké besorol6 rendszer a del(17p), t(4;14) és
t(14;16) high-risk eltérések iFISH-sel torténd vizsgalatat koveteli meg, de
ajanlasukban megjegyzik, hogy — tekintettel az egyre halmozddd bizonyitékokra —
egyéb rizikot befolyasolod eltérések (igymint +1q, del(1p), +21 mint kedvezétlen és

+5, mint kedvezd aberracio) vizsgalata is lehetdség szerint elvégzendd [17].

1.4.3. DNS microarray

Az array-alapu 0sszehasonlitdé (comparative) genomialis hibridizaci6 (aCGH) soran
mikrochipeken rogzitett egyszal ismert oligonukleotidokhoz az analizalt minta
plazmasejtjeibol, illetve normalis sejtbdl kinyert denaturdlt DNS-ek hibridizacios
versengését vizsgaljak. A két kiilonbozo forrasbol szarmazo DNS eltérd fluoreszcens

festéssel van jelolve, a betegminta altalaban zold, a normal kontroll minta piros

--------
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detektalt festékszin spektrum eltolodasabdl lehet kovetkeztetni. A modszer alkalmas a
teljes genom 100 kilobazisnyi szakaszainak kopiaszam valtozassal jaro aberracidinak
atfogo vizsgalatara. Kiegyensulyozott genomikus eltérések (pl. IGH transzlokaciok)
kimutatasara azonban nem alkalmas, igy iFISH vizsgalattal kiegészitve alkalmazhato
PCM-ben. Rutin diagnosztikaban nem elterjedt mddszer, de segitségével a patogenezis
¢€s progresszid szempontjabol fontos Uj genomikus régiok valtak ismertté.

A microchipekhez allél-specifikus oligonukleotidokat rogzitve a modszer
egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP) atfogd analizisére is alkalmas hasonlo
felbontassal. Egy 2009-ben publikalt tanulményban 192 beteg mintdjat vizsgaltak
SNP-array-vel, és 98%-ukban talaltak kopiaszam valtozassal jard eltérést. A
leggyakoribb teljes kromoszoémat érint6 aberraciok a -13 (45%), +19 (43%), +9 (42%),
+5 (38%) voltak, mig a +1q (31%), del(16q) (28%), del(1p) (24%), del(14q) (23%)
jelentkeztek leggyakoribb szubkromoszomalis eltérésként, melyek koziil a del(1p) és

del(12p) 6nallo kedvezotlen, a +5 6nalld kedvezd prognosztikus hatassal birt [36].

1.4.4. Génexpresszios analizis

A DNS-ben bekovetkezett valtozdsok RNS-szintii kifejezédésének vizsgalataval akar
tobb szaz gén adott idépontban meghatarozott relativ aktivitasa analizalhatd kontroll
mintakkal vald Osszehasonlitast kovetéen. Microarray-k alkalmazasaval a teljes
transzkriptum vizsgalata is lehetséges, mellyel a patogenezist, sejtproliferaciot,
tumoros propagaciot szabalyozo folyamatokat, vagy akar klinikai viselkedésiikben jol
elkiiloniilé betegcsoportokat jellemzé sajatos génkifejez6dési profilok hatarozhatok
meg. A University of Arkansas munkacsoportja példaul egy 70 génbdl allo panel
alkalmazéséaval a magas rizikdji betegekre jellemzd, sajatos génkifejezddési profilt
azonositott [64]. Egy masik tanulmanyban egyéb klinikai szempontok alapjan
azonositott kiilonb6z6 betegcsoportokban tudtak eltérd profilt meghatarozni: az Un.
proliferacidos csoportban példdul a sejtosztédasért felelés — jellemzOéen az 1-es
kromoszoma hosszu karjan 1év6 — gének magas kifejezddését talaltak, mely az érintett
betegek kedvezdtlenebb klinikai kimenetelével tarsult. Egy masik, klinikailag
megtartott csontszerkezettel jellemezhetd ,,low-bone” csoportban jellemzéen magas
endothelin-1 és alacsony Dickopff-1 expresszid volt igazolhatd, ami kedvezObb

korlefolyassal tarsult [75].
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Fokozott koltségigénye miatt ez a modszer megjelenését kovetden nem terjedt

el széleskorben a hazai klinikai diagnosztikéban.

1.4.5. Multiplex ligacioé-fiiggé szonda amplifikacié (MLPA)

A modszerrel normal kontroll régiokhoz viszonyitva félkvantitativ modon, exon szintii
feloldassal vizsgalhatok DNS kopiaszam eltérések. A protokollban alkalmazott
multiplex polimeraz-lancreakcio (PCR) révén nem magat a vizsgalt DNS szakaszt,
hanem az ahhoz hibridizalt 2 vagy 3 oligonukleotid szakaszbo6l ligacid révén 1étrejovo,
60-80 bazisparnyi fluoreszcensen jelolt szondakat amplifikdlunk. A modszer
specificitasat az adja, hogy az oligonukleotidok Osszekapcsolasa csak tokéletes
illeszkedés és hibridizacio esetén jon létre az alkalmazott ligaz-65 enzim fokozott
érzékenysége miatt. A betegminta normal kontrollhoz viszonyitott kopiaszamara a
keletkezett, két eltérd forrasbol szarmazd PCR termék relativ mennyiségébdl lehet
kovetkeztetni: delécid esetén kevesebb, nyerés esetén tobb PCR-produktum
keletkezik. A modszer egyszerre 50-60 régio parhuzamos vizsgalatat teszi lehetévé.
Az egyes szondak termékei a primer parokhoz kapcsolt szondaspecifikus toldalék
szekvenciak ismert, eltérd hossza alapjan valaszthatok szét kapillaris elektroforézissel,
mennyiségi meghatarozasuk pedig fluoreszcens intenzitas mérés alapjan torténik [76-
77].

A viszonylag egyszerti, kis minta mennyiséget (50 nanogramm) igényld, nem
tul magas koltségli modszer nagy felbontassal képes az iFISH-nél joval tobb régio
célzott kopiaszam valtozasaival jaro eltéréseirdl 24 6ran beliil informacidt szolgaltatni.
A teljes genom atfogd vizsgalatat, kiegyensulyozott aberraciok analizisét nem teszi
lehetévé, emellett a hibridizacids szakaszon megjelend, kopiaszam valtozassal nem
jaro esetleges pontmutaciok alnegativ eredményhez vezethetnek. A vizsgalat
informativ elvégzéséhez minimum 20%-os tumorsejt tartalml mintara van sziikség. A
modszer 2002-es elsd publikdldsa 6ta [76] szdmos hematologiai korképben (pl.
gyermekkori akut limfoblasztos leukémia, kronikus mieloid leukémia, kronikus
limfoid leukémia, mielodiszplazias szindroma, akut mieloid leukémia) nyert igazolast
hasznalatanak 1étjogosultsaga, elsdsorban a visszatéré modon megjelend citogenetikai

aberraciok sziirésében [78-82].
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1.4.6. Uj-generacios szekvenalas

Az Uj-generacidés szekvendldsi technikdk forradalmasitottdk a molekularis
diagnosztikat a 2000-es évek derekan. A tobb szdzezer vagy akar tobb szédz millio
DNS-fragmentum parhuzamos szekvenalasaval a human genom, exom, epigenom és
transzkriptum minden korabbinal atfogobb és mélyrehatobb analizise valt elérhetové.
A legelterjedtebb NGS modszer az Illumina cég altal alkalmazott, szintézis alapu
szekvenalas. Ehhez a vizsgalando DNS vagy ¢cDNS molekulakat feldaraboljak, majd
a fragmentumokhoz specidlis adapter szekvencidkat kapcsolnak. Az egyes
szekvenalasi ciklusok sordn a reakcidelegyhez adjak mind a 4 nukleotidot (A, C, G,
T), melyek reverzibilisen kotott, eltérd fluoreszcens jeldlést hordoznak. A megfeleld
nukleotid beépiilését kovetden a felesleges nukleotidok kimoséasra keriilnek. A
fluoreszcens jel leolvasasat kovetden a jelolé anyaggal egyiitt a nukleotidhoz szintén
reverzibilisen kotott terminald oldallanc is levalasztasra és kimosasra keriil, mely utan
a reakcid a kovetkezd, hasonlo ciklussal folytatodhat. A kiilonbozd konyvtar
molekulak szekvenalasi olvasatai (read-ek) a referencia genom szekvenciajahoz
illeszthetdk ¢és ahhoz viszonyitva értékelhetdk. Az igy keletkezett hatalmas
mennyiségll adat feldolgozasa a parhuzamosan fejlesztett bioinformatikai szoftverek
segitsége nélkiil nem lenne lehetséges. Az NGS-sel szdmos kiegyensulyozott és
kiegyenstlyozatlan abnormalitas egyidejii azonositasara nyilik lehetdség, igy az egyes
eltérések 6nallo prognosztikus, terapia szempontjabol fontos prediktiv szerepérdl az
eddigieknél minden bizonnyal dsszetettebb, tisztabb képet nyerhetiink majd a jévoben.
Jelenleg a modszer magas koltsége, komoly technikai feltételei egyeldre még
korlatozzak széleskorli hazai elterjedését, ez azonban a szekvendlasi koltségek

fokozatos csokkenésével valosziniileg megvaltozik a jovében.

1.5. Osszegzés

1. A plazmasejtes mieloma heterogén klinikai viselkedésének hatterében
komplex, mind térben, mind idében valtozatos genetikai eltérések allnak,
melyek egyedileg jellemezhetik az egyes betegeket.

2. A széamos genomikus modosuldsnak koszonhetéen egyetlen altalanosan

hatékony terapias célpont mind a mai napig nem keriilt azonositasra, jelenleg
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a kombinacios kezelések preferaltak. Kérdéses, hogy egyetlen univerzalis
»csodafegyver” fellelése egyaltalan realis elvaras-e?

A jelenlegi hazai koriilmények kozott széles korben alkalmazott laboratériumi
modszerekkel a PCM genetikai komplexitasanak atfogd vizsgalata legtobbszor
nem kivitelezhetd, a fokozottabb szenzitivitdsu és feloldoképességli 1j-
generaciés modszerek elterjedését viszont jelenleg még financialis okok
korlatozzak.

A szamos visszatérd aberracido szimultan, atfogd — és nem utolsd sorban
koltséghatékony — analizisére alkalmas, gyorsan eredményt szolgaltato
vizsgéald mddszerek a genetikai dsszetétel klonalis evolucid miatt bekdvetkezd
idébeli valtozasainak megismerésén tal az egyes eltérések komplex
feltérképezéséhez, azok egymasra gyakorolt hatisanak megismeréséhez is
befolyasold pontosabb prognosztikai stratifikacioval segithetik a klinikus

munkajat.
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2. Célkitiizés

A PCM-ben szenvedd betegek korszerli, ugyanakkor koltséghatékony genetikai
karakterizalasahoz nagyszamu kromoszomalis 10kusz célzott analizise sziikséges.
Vizsgalataink soran célként tiiztiik ki olyan modszerek tesztelését, mellyel ez a feladat
a klinikai rutin diagnosztikaban, a hazai lehetdségeket is figyelembe véve realisan
megoldhato. Technikai jellegii tanulmanyaink mellett a PCM patogeneziséhez tarsulo
klonalis evolucios folyamatokat is terveztiik vizsgalni az egyes betegekben azonositott
kromoszémalis aberraciok megjelenési sorrendjének meghatdrozasaval. Végiil,
Osszesiteni kivantuk azokat a Kkariotipizalassal, iFISH-sel ¢s MLPA-val nyert
adatainkat, melyeket Baranya és Tolna megye PCM-mel diagnosztizalt betegeinek
vizsgalata soran nyertiink az elmult tobb mint egy évtizedben. Tanulmanyainkat a

régid és a hazai PCM diagnosztika hatékonysaganak novelése iranti igény vezérelte.

2.1. DNS koépiaszam eltérések sziirése MLPA technikaval

A PCM-ben megjelend genetikai aberraciok koziil szamos DNS kédpiaszam valtozassal
jaro eltérésnek van prognosztikai jelentdsége. A standard modszernek tekintett iFISH
technika egyszerre legfeljebb 2-3 genomikus 16kusz vizsgalatat teszi lehetové, igy a
modszer alkalmazasaval a betegek atfogd molekularis citogenetikai karakterizaldsa és
pontos prognosztikai besoroldsa csak szamos, parhuzamos preparatum elkészitésével
¢s kiértékelésével lenne elvégezhetd.

Elsé technikai jellegli munkank soran ezért teszteltik az MLPA modszer
hatékonysagat egy olyan szondakeverékkel, mely a PCM-ben jellemzden mutatkozo,
DNS kopiaszam valtozassal jar6 aberraciok analizisét 42 genomikus 10kusz egyidejii
vizsgalataval teszi lehetové. Az MLPA eredményeket dsszevetettiik €s validaltuk
1IFISH technikdval nyert adatokkal, igy fel tudtuk térképezni az MLPA moddszer

elényeit és limitacioit is.

2.2. DNS kopiaszam eltérések kimutatasa digitalis MLPA technikaval

Az elmult években az Uj-generacidos szekvenalas forradalmasitotta a genetikai

vizsgélatokat, melynek kapcsan szdmos Uj alkalmazas keriilt kidolgozasra. Ennek
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nyoman jelent meg a digitdlis MLPA technika is, mely az MLPA ¢és az NGS
otvozésével tobbszaz genomikus 10kusz egyidejli analizisét teszi lehetdvé.

Masodik, szintén technikai jellegli vizsgalatunk soran teszteltilk a digitalis
MLPA médszert PCM-ben szenvedo betegek diagnosztikai mintdiban megjelend DNS
kopiaszam  eltérések felderitéséhez, az eredményeket pedig Osszevetettiik
hagyoméanyos MLPA ¢és iFISH vizsgalatokkal nyert adatokkal. A digitdlis MLPA
eldnyeinek és korlatainak meghatarozasa mellett a mddszer altal biztositott magas

ateresztoképességet is teszteltiik.

2.3. Pontmutacio specifikus kimutatasa digitalis MLPA technikaval

DNS koépiaszam eltérések mellett az MLPA alkalmas ismert pontmutéaciok specifikus
kimutatdsara is, amennyiben az MLPA szonda ligaciés helye éppen a mutacio altal
érintett genomikus poziciot fedi. A digitalis MLPA-t korabban erre a célra még nem
alkalmaztak, ezért munkank soran teszteltiik a modszer alkalmassagat a PCM-ben
szenvedd betegek 4-10%-4ban megjelend, terapias célpontként hasznalhato BRAFV600F

mutacid kimutatasara.

2.4. Molekularis citogenetikai vizsgalatok Baranya és Tolna megye PCM-ben

szenvedo betegein

A jelenleg alkalmazott rutin diagnosztikai munkafolyamathoz legkozelebb alld
tanulmanyunkban Osszesiteni kivantuk azoknak a rosszindulati plazmasejtes
korképekben szenvedd betegeknek a molekularis citogenetikai eredményeit, akiknek
az elmult évtizedben diagnosztikus mintai érkeztek a Pécsi Tudomanyegyetem
Pathologiai Intézetébe Baranya, illetve Tolna megyébdl. IFISH vizsgalatot a teljes
beteg populdcion végeztink, MLPA adat a betegek kozel egyotdodénél Aallt
rendelkezésre. A két kiilonb6z0 modszerrel nyert eredmények altaldnos értékelése
mellett, azok Osszehasonlitd elemzésével fel kivantuk fedni az egyes technikak altal
nyujtott valds hozzaadott értékeket, mely a jovében segitségiil szolgalhat a

diagnosztikai munkafolyamat még hatékonyabba tételéhez.
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2.5. Klonalis evoliicio vizsgalata egyedi sejt szinten

Mig a PCM-ben megjelend genetikai aberraciok jelentds részének bioldgiai és
prognosztikai  jelentéségét folyamatosan vizsgaljadk a  kiilonb6z6, nagy
betegpopulaciokon végzett klinikai tanulmanyok, az egyes eltérések iddbeli
megjelenésének sorrendjérdl joval kevesebb irodalmi adat all rendelkezésre. A PCM
patogenezisét kisérd klonalis evolucids folyamatokat egyedi sejt szinten vizsgaltuk
iIFISH modszerrel annak érdekében, hogy felderitsiik az egyes abnormalitdsok
megjelenési sorrendjét, illetve informacidkat nyerjiink a betegség patogenezisének
korai szakaszaban megjelend aberracioknak a betegség inicidlasaban betoltott

lehetséges szerepérol.

35



3. Anyagok és médszerek

3.1. Mintak

Tanulmanyainkba, dontden a Pécsi Tudomanyegyetem 1. sz. Belgyogyaszati
Klinikdjanak Hematologiai Tanszékén, altalunk rosszindulati plazmasejtes
megbetegedéssel, plazmacitomaval, plazmasejtes mielomaval, vagy plazmasejtes
leukémiaval diagnosztizalt betegeket vontunk be, de kisebb szamban szekszardi illetve
kaposvari centrumbol érkezett betegmintdkat is analizaltunk. A betegeket az
Egészségligyi Vilagszervezet (WHO), illetve az IMWG ajanlasainak megfelelden
diagnosztizaltuk. A mintak szdvettani, immunhisztokémiai, aramlasi citometriai s
genetikai vizsgalatai a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetében torténtek a
Semmelweis Egyetem . sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetével, illetve a
Leiden University Medical Center Molekularis Sejtbiologiai  Intézetével
kollaboracioban. A betegek tulnyomo tobbségénél csontveldi aspiratumbol szarmazo
setjszuszpenziot vizsgaltunk, masoknal csontveldi kenet vagy crista biopszids minta
allt csak rendelkezésre, mig néhany plazmasejtes leukémiaban szenvedd beteg esetén
periférias vért analizaltunk. Negativ kontrollként malignus betegségben nem szenvedd
betegek, illetve egészséges oOnkéntesek csontveld, illetve periférids vérmintait

hasznaltuk.

3.2. Plazmasejt arany meghatarozas és plazmasejt dusitas

Az immunfenotipusos karakterizalast Otszinii aramlasi citometraval, CD45-PerCP-
Cy5.5, CD19-PE-Cy7, CD38-FITC, CD138-APC és CD56-PE markerekkel végeztiik
(CyFlow® space, Partec GmbH, Miinster, Németorszag). Ha az aramlasi citometrias
mérés a csontveldi aspiratumban 20% alatti plazmasejt aranyt igazolt, a mintan
plazmasejt dusitast végeztiink CD138 antitesttel konjugéalt magneses gyongyokkel
(BD™ IMag, BD Biosciences, San Jose, USA, illetve EasySep™, STEMCELL
Technologies, Vancouver, Kanada). Dusitast kovetden a plazmasejt aranyt a
CD38/CDI138 expresszid ismételt aramlasi citometrids mérésével, vagy MUM1

immuncitokémiai reakcidval ellendriztik.
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3.3. Multiplex ligacio-fiiggo szonda amplifikacio

Az MLPA reakcidkhoz SALSA P425-A1 szondakeveréket (MRC-Holland,
Amszterdam, Hollandia) hasznaltunk a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A
szondakeverék 42 olyan szondat tartalmazott, amik PCM-ben visszatéréen megjelend
aberréciok altal érintett kromoszomalis régiokra specifikusak, ugymint 1p32 (FAF1,
CDKN2C, PLPP3 ¢és DABL gének), 1p21, 1921.3 (CKS1B gén), 1g23.3, 5q31.3,
12p13.31, 13914 (RB1 és DLEU1/DLEUZ gének), 16q12 (CYLD gén), 16¢q23 (WWOX
gén) és 17p13 (TP53 gén) (6. tablazat). A reakciokat Carnoy-oldattal fixalt sejtekbol
izolalt DNS mintakon végeztiik. A polimeraz lancreakcioval képzett MLPA szonda
termékeket ABI 3730 (Applied Biosystems, Foster City, USA) Kkapillaris
elektroforézis késziilékkel szepardltuk méretiik alapjan. Az elektroferogramok
analizisét és a relativ kopiaszamok meghatarozasat GeneMarker v1.95 szoftverrel
(SoftGenetics, State College, PA), illetve Coffalyser.Net szoftverrel (www.mlpa.com)
végeztiik. Genomikus tobbletet 1,3-nal magasabb, vesztést 0,7-nél alacsonyabb relativ
koépiaszdm esetén hatdroztunk meg, a minta dramlési citometridval mért tisztasagat is

figyelembe véve. A MLPA protokoll altalanos folyamatat a 2. abra mutatja be.

3.4. Digitalis multiplex ligacio-fiiggo szonda amplifikacio

Digitalis MLPA vizsgalatainkhoz a PCM-ben jellemzéen megjelené genetikai
aberraciok specifikus kimutatdsara tervezett, D006 szondakeveréket (lot szam: X1-
0613, MRC-Holland) hasznaltuk, 40ng kiinduldsi DNS mennyiséggel. A
szondakeverék (i) 268 target specifikus, els6sorban visszatéré szubkromoszomalis
DNS kopiaszam eltérések detektalasara fejlesztett szondat tartalmaz, ezenkiviil (ii) egy
szondat a BRAFV®%E mutacio specifikus kimutatasara, (iii) 105 referencia szondat,
melyek kopiaszam eltérések altal jellemzden nem érintett régiokhoz hibridizalnak,
valamint (iv) 128 bels6é kontroll szondat minta azonositas és mindség ellendrzés
céljabol (7. tablazat). A referencia szondak a nyert adatok normalizalasat teszik
lehetdvé, illetve a target specifikus szonddk egy részével egyiitt hasznalva teljes
kromoszdmakat érintd eltérések azonositasat segitik, lefedve minden kromoszéma
centromer ¢s telomer kozeli régioit, valamint a kromoszoma karok kozépso

tartomanyat.
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A digitadlis MLPA protokoll kezdd Iépése a minta DNS egyedi minta
azonositokkal (barcode) vald Gsszekeverése, melyet a minta denaturacioja, illetve a
digitalis MLPA szonddk elegyhez adasa kovet. Minden szonda két vagy harom
oligonukleotidbol all, melyek a célrégidé 25-50bp hosszusagli szakaszaihoz
hibridizalnak, kozvetleniil egymas mellé rendezédve. Tokéletes hibridizacio esetén az
egymas mellett elhelyezkedd szondak ligalassal 6sszekapcsolhatok, melyet a ligaz-65
enzimmel végeztiink. Ezt kdvetden denaturaltuk a szonda-minta hibrideket és a
kiilonboz6 szondakat egy univerzalis primer parral felsokszoroztuk (amplifikaltuk),
ezaltal olyan PCR termékeket (konyvtar) 1étrehozva, melyek barmely 10j-generacios
INlumina szekvenalén megszekvendlhatok. Az egymastol fliggetleniil, egyedi
reakciokban eléallitott mintaspecifikus termékeket dsszekevertiik (pooling), majd az
igy létrehozott konyvtar keveréket higitottuk, denaturaltuk és MiSeq v3 standard flow
cell-be toltve (Illumina), 115 bazispar hosszisagban megszekvenaltuk.

Az adatok értékelését az exportalt FASTQ file-ok mindségellendrzése eldzte
meg (FastQC), melyet a generalt szekvencia részletek (read-ek) azonositasa kovetett.
Ennek soran az egyedi konyvtar molekuldkbol szarmazo ,,read”-eket illesztettiik az
ismert digitalis MLPA szonda szekvenciakhoz és meghataroztuk, hogy egy adott
szekvenalasi ,,read” melyik eredeti szondanak, azaz genomikus 16kusznak feleltethetd
meg. Az értékelés, melyhez egy MRC-Holland altal fejlesztett, egyedi értékeld
szoftvert hasznaltunk, két egymast kovetd lépést foglalt magaban: (i) az egyes
mintakon beliil minden egyes szondahoz tartozo read szamot normalizaltuk a genom
konzervativ, aberracio altal tipikusan nem érintett régidihoz hibridizald referencia
szondak median read szamaihoz, majd (ii) az igy kiszamolt relativ értéket szondanként
Osszevetettiik a referencia mintak vizsgalata soran nyert megfeleld értékekkel (mintak
kozotti normalizacid). Aberracid altal nem érintett, normal kopiaszdmmal rendelkezd
genomikus 16kusz esetén ez a végso relativ kopiaszam 1,0 kozeli értéket vett fel (0,8 -
1,2), mig a normal tartomanynal alacsonyabb vagy magasabb érték hiany (delécio),
illetve tobblet jelenlétére utalt. A relativ kopiaszdm normal tartoméanyanak
meghatdrozasdhoz figyelembe vettiik minden egyes szonda negativ kontroll
(referencia) mintdkban mutatott értékeit, a tartomdnyt atlag = 3SD moddszerrel
szamoltuk. Ezenkiviil az eredmények interpretalasakor figyelembe vettiik a minta
aramlasi citometridval meghatarozott tumorsejt tisztasadgat is. Ha példaul a relativ
kopiaszdm 0,6-os értéket vett fel, monoallélikus vesztést hataroztunk meg 80%-0S

tumorsejt tisztasag mellett, mig 40%-os tisztasag esetén biallélikus vesztésként
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értekeltiik az eltérést. Betegmintak vizsgalatakor szubklondlis kopiaszdm eltérést
azonositottunk, ha tobb egymast kovetd szonda relativ kopiaszdma a normal
tartomanyon kiviil esett, de ezek az értékek nem érték el a mintdban monoalllélikus
vesztés vagy nyerés kovetkeztében elvart értékeket, mely utobbiakat mas tavoli
genomikus 16kuszoknal adott esetben detektaltunk is.

A BRAFY®E mutacié kimutatdsara tervezett szonda oligonukleotidjai csak
abban az esetben voltak 0sszekapcsolhatok (ligalhatok), ezaltal a teljes szonda PCR
termék formaban kimutathat6, ha a vizsgalt mintaban jelen volt a keresett pontmutacio.
A digitalis MLPA éaltalanos folyamatat a 3. abra mutatja be, a laboratériumi protokoll
¢s bioinformatikai analizis részletes leirasat Benard-Slagter és mitsai. kozolték

korabban [84].

3.5. Piroszekvenalas

A BRAF gén VO600E mutaciojanak kimutatasat 100ng kiinduldsi DNS mintat
hasznalva, PyroMark Q24 miiszerrel (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) végeztiik
kovetden a biotinilalt PCR termékeket Streptavidinnel konjugalt gyongyokhoz
kapcsoltuk, melyeket izolaltunk és tobbszori mosast kovetéen denaturalassal
piroszekvenalasra alkalmas egyszali DNS-t hoztunk 1étre. A reverz iranyban végzett
szekvenalds norméal mintidkban vad tipusi CAC szekvenciat, BRAFY®%E muticié
esetén pedig CTC genotipust eredményez. A nyert adatokat PyroMark Q24 szoftverrel

értékeltiik.

3.6. Digitalis droplet PCR

A BRAF%%E mutacié jelenlétének magasabb érzékenységii validalasahoz digitélis
droplet PCR-t (ddPCR) alkalmaztunk. Kiindulasi anyagként 50ng DNS-t hasznalva,
kereskedelmi forgalomban elérheté BRAF specifikus assay-k segitségével vizsgaltuk
a vad tipust (dHsaCP2000028) és mutans (dHsaCP2000027) allélokat, a gyart6 altal
javasolt protokollt kovetve. A dropleteket QX200 Droplet Generatorral allitottuk ¢ld,
a detektalast QX200 Droplet Digital PCR (ddPCR) rendszerrel végeztiik (Bio-Rad,
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Hercules, USA). Az eredmények értékelésehez a Bio-Rad QuantaSoft szoftvert
hasznaltuk, a BRAF™! allél mennyiségét a mutans DNS molekulak, valamint a muténs

¢s vad tipusu DNS molekulak 6sszegének hanyadosaként hataroztuk meg.

3.7. Fluoreszcenes in situ hibridizacio

Az interfazisban 1évé sejtmagokon végzett IFISH vizsgalatok soran fluoreszcens
szondakkal vizualizaltunk olyan genomikus lokuszokat, melyek a plazmasejtes
mielomdban jellemzden megjelend kromoszomalis aberraciok 4altal érintettek.
Kétszint jeloléssel vizsgaltuk a 13-as kromoszéma monoszomidjat, illetve hosszukar
delécigjat (Vysis LSI D13S319 SO/13q34 SG szonda, Abbott Molecular Inc., Lake
Bluff, USA), a 17-es kromoszoma rovid karjan mutatkozo hianyt (deléciot) (Vysis LSI
TP53 SO/CEP17 SG szonda), az IGH gént érint6 atrendezédéseket (Vysis LSI IGH
DC BA szonda), utobbi pozitivitasa esetén pedig harom specifikus IGH transzlokaciot,
ugymint a t(4;14)(p16;q32) (IGH-FGFR3/MMSET génfuzio, Vysis LSI IGH/FGFR3
DC DF szonda), at(11;14)(q13;932) (IGH-CCND1 génfuzio, Vysis LSI IGH/CCNDI1
XT DC DF szonda) és a t(14;16)(932;923) (IGH-cMAF génfuzio, Vysis LSI
IGH/MAF DC DF szonda) atrendezddéseket. Az 1-es kromoszoma rdévid karjan
jellemzéen megjelend hianyt, illetve a hosszi karon mutatkozo tobbletet
kereskedelemben elérhetd szondaval (LSI 1q21 SG/ SRD 1p36 SO, Kreatech
Diagnostics, Amszterdam, Hollandia) és korabban kozolt protokoll alapjan 1étrehozott
[85], 1p32.2, 1p21 és 1g21 régidkra specifikus bakterialis mesterséges kromoszoma
(BAC) alapt szondéakkal vizsgéaltuk. Az MLPA-val vizsgalt betegek mintain az MLPA
technikdval latott eltérések validaciojaként analizaltuk az 5-6s kromoszoma rovid és
hosszu karjainak eltéréseit is (Vysis LSI EGR1 SO/D5S23, D5S721 SG DC szonda).
Az IFISH jelek mintazatat Zeiss Axiolmager A1 mikroszkoppal (Carl Zeiss Technika
Kft, Budapest) és haromdimenzids (3D) vizsgalatot is lehetdve tevd Zeiss Axioplan2ie
MOT motorizalt citometriai miszerrel (Metasystems, Altlussheim, Germany)
értékeltiik az Europai Mieloma Halozat ajanlasainak megfeleléen. Minden minta
esetében szonda készletenként legalabb 100 sejt vizsgalatara keriilt sor, transzlokaciok

esetében 10%, szambeli eltérések esetében 20%-os kiiszobértéket alkalmazva.
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3.8. Motorizalt mikroszkopia

A klonalis evolucios vizsgalatokhoz kombinalt iFISH analiziseket végeztiink azokon
a mintdkon, melyekben a korabbi iFISH tesztek eredményei alapjan egynél tobb
genetikai aberracidé mutatkozott. Ennek soran az els6 iFISH jeloléssel vizualizaltuk az
egyik genetikai aberracidot a sejtmagokban, majd a prepardtumot motorizalt
mikroszkoppal (Axioplan2ie MOT, Metasystems) digitalizaltuk, a sejtmagok
targylemezen vald  pontos elhelyezkedését, lokalizacidjat is  eltarolva.
Preparatumonként minimum 500 sejtmag iFISH jel mintazatat hataroztuk meg, a
vizsgalt sejtmagok szamat pedig sziikség esetén addig noveltiik, amig 200 pozitiv
(aberraciot hordozo) és 200 negativ (normalis jelmintazatot mutatd) sejt rendelkezésre
nem allt. Ezt kdvetden az elsé iFISH jeldlést eltavolitottuk 50% formamid/2xSSC
oldattal, majd a sejtmagokon ujabb hibridizalast végeztiink tovabbi genetikai
aberraciok kimutatasa végett. Az egyes sejtmagokat a korabban rogzitett
koordinatajuk alapjan, motorizalt mikroszkoppal visszakerestiik, igy a kiilonb6zo

aberraciok jelenlétét ugyanazon sejtekben tudtuk vizsgélni.

3.9. Statisztikai értékelés

Az iIFISH, MLPA ¢s digitalis MLPA eredményeket Fisher-féle egzakt probaval
vetettiik 6ssze, SPSS 15.0 szoftvert hasznalva (SPSS Inc., Chicago, IL). A klonalis
evoluci6d vizsgalata céljabol elvégzett, kombinalt iFISH analizis sordan a csak
szubklonalisan detektalt specifikus IGH-transzlokaciok eléforduldsi gyakorisagat

Kruskall-Wallis teszttel hasonlitottuk dssze.
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4. Eredmények

4.1. DNS képiaszam eltérések sziirése MLPA technikaval

A 2004 ¢s 2012 kozott gytjtott (3 - 94 honapos), diagnosztikus csontveld
aspiratumokbdl szarmazd DNS mintak mindegyike magas integritdst mutatott agar6z
gél elektroforézissel ellenérizve. Az MLPA protokollt minden esetben sikeresen
hajtottuk végre, a reakcidok mindsége szempontjabol a mintdk kozott jelentds
variabilitds nem volt megfigyelhetd, a 4. abran egy reprezentativ MLPA profil lathato.
Az iFISH jelek fluoreszcens intenzitasa lehetové tette a megbizhat6 értékelést, a minta
preparatumok ko6zott jelentds mindségbeli  kiilonbség nem mutatkozott. A
legalacsonyabb jel/zaj ardnyt a TP53 gént vizualizald szonda mutatta, mig a
legintenzivebb jeleket az LST IGH/MAF DC DF szonda készlettel figyeltiik meg, mely
utdbbi igy hatékonnya tette a t(14;16) transzlokaci6 kimutatasat. Ugyanakkor a c-MAF
génhez hibridizalo FISH szonda még optimalizalas utdn is gyakran mutatott diffuz,
nem pontszerl jelmorfologiat, feltehetden a szonda sajatos tervezésének
koszonhetden, mely két 350 kilobazis hosszan jelolt genomikus szakasz kozott egy 2,2
megabazis hosszisag szakaszt jeloletleniil hagyott. Ez a koriilmény szamos esetben
megnehezitette a piros (C-MAF) iFISH jelek szdmanak meghatarozasat, igy a 16q
kromoszoma kar allél mennyiségét kizarolag MLPA modszerrel vizsgaltuk, iFISH

modszerrel nem.

4,1.1. MLPA altal detektalt aberraciok

MLPA-val 81 beteget vizsgaltunk, 74 betegben (91%) azonositottunk DNS kopiaszam
eltéréseket, beleértve a 12-es kromoszdéma révid karjan és a 16-os kromoszoma hosszu
karjan mutatkoz6 aberracidkat is, melyek vizsgalatat az alkalmazott FISH szondak
nem tették lehetévé. A 13-as kromoszoma aberracioi mutatkoztak a legtdbbszor,
melyeket csokkend gyakorisaggal kovetett az 1q tobblet, 1p hidny, 5q tobblet, 12p
hiany, 16q hiany és 17p hiany (8. tablazat). Az egyes aberraciok tekintetében az
irodalmi adatokhoz hasonlé gyakorisagokat figyeltiink meg. Egynél tobb kopiaszam
eltérés azonos betegben valo egyiittes eléfordulasat 33 kiilonféle kombinacidban,
Osszesen 54 betegben figyeltilk meg. Kettd, harom, négy, illetve 6t abnormalitas 21,

19, 11, illetve 3 betegben mutatkozott (9. tablazat).
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4.1.2. MLPA és iFISH eredmények 6sszehasonlitasa

IFISH technikaval 78/81 betegben (96%) detektaltunk genetikai eltérést. Az MLPA és
1IFISH moddszerekkel megfigyelt kromoszoémalis eltérések gyakorisagat a 8. tablazat
foglalja 6ssze. IGH gént érintd transzlokaciokat a betegek 58%-aban mutattunk ki. A
specifikusan vizsgalt IGH transzlokaciok, az 1q tobblet, az 5q tobblet, illetve a 17p
hiany gyakorisaga nem tért el jelentdsen az irodalmi adatoktol [86, 87]. A 13-as
kromoszéma abnormalitdsai (monoszomia vagy delécid) a vartnal magasabb
elé6fordulast mutattak, az 52 érintett betegbdl 39-nél (75%) a kromoszoéma
monoszomidja volt megfigyelhetd. Az 1-es kromoszoma rovid karjanak hianya volt az
egyediili aberracid, melyet irodalmi adatokhoz képest joval alacsonyabb gyakorisaggal
lattunk. IFISH technikéval tobb aberraci6 egylittes el6fordulasat 31 kiilonbozd
kombinécioban, dsszesen 61 betegnél figyeltiik meg. Kettd, harom, négy, illetve 6t
abnormalitas 29, 23, 8, illetve 1 betegben mutatkozott (9. tablazat).

Az MLPA, mint a PCM Klinikai diagnosztikajaban potencialisan alkalmazhato
technika teljesitményét a jelenleg standard moddszerként hasznalt iFISH
eredményeihez hasonlitva értékeltiik. A két modszerrel egyiittesen 79 betegben
azonositottunk legalabb egy genetikai eltérést. Az Osszesen vizsgalt 81 betegben 6t
aberraciot szlrtiink mindkét moédszerrel, beleértve az 1p hianyt, 1q tdbbletet, 5q
tobbletet, a 13-as kromoszdma abnormalitdsait, valamint a 17p hianyt. A 405 (5 x 81)
Osszehasonlitd teszt eredménybdl 368 (90,8%) esetben talaltunk egyezést (10.
tablazat). A két modszer kozott a legjelentdsebb eltérést az 1p hidny vonatkozasdban
figyeltiik meg. Huszonegy betegben kizarolag az MLPA mutatott ki deléciot, mig a
sejtmagokban normal 1p kdpiaszamra utald iIFISH jelmintdzat mutatkozott. A jelenség
a két modszer altal vizsgalt, eltéré genomikus régiokkal magyarazhat6. Mig az MLPA
szondak az 1p21, 1p31 és 1p32 régiokhoz kapcsolodtak, az alkalmazott FISH szonda
a CHDS5 gént fedve, az 1p36-os kromoszéma savban hibirdizalt. Hasonl6o probléma
jelentkezett két betegnél az 1q kromoszoéma kar vizsgalatakor, melynek soran az
MLPA tobbletet detektalt, mig az iFISH nem mutatott eltérést. Ebben az esetben az
iFISH szonda altal fedett S100A10 génhez viszonyitva mindegyik MLPA szonda
disztalisan helyezkedett el a kromoszéma karon. Két tovabbi betegnél kizardlag az

iIFISH mutatott ki 1q tobbletet, mely a mielémas sejteknek csak egy részében
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mutatkozott, ezzel olyan alacsony mértékii pozitivitast eredményezve, mely elmaradt
az MLPA éltal kimutathat6 als6 detektalési kiiszobtdl.

A genetikai aberracio szubklonalis jelenléte az iFISH-sel 5q tobbletet, illetve
13-as kromoszoma eltéréseket mutatd betegek 19%-aban, illetve 11%-aban szintén
negativ MLPA eredményhez vezetett. Egy beteg mintdjaban az MLPA kis kiterjedésti
deléciot igazolt a 17p kromoszdéma karon (TP53 gén), melynek detektalasat az iFISH
alacsonyabb genomikus feloldoképessége nem tette lehetové. Hét betegben tovabbi
visszatérd aberracioként jelentkezett az 5q kromoszoéma kar hianya, mely 3 betegben
csak MLPA-val, 1 betegben csak iFISH-sel volt kimutathatd. A két modszer kozotti
eltér6 eredmények hatterében a célrégiok kozotti killonbség (iFISH: EGR1 gén,
MLPA: PCDHA1, PCDHACL1, PCDHB2, PCDHB10, SLC25A2, PCDHGA11 gének),
kis kiterjedésti fokalis delécio jelenléte, illetve az aberraciot hordozoé sejtek alacsony
aranya allt az egyes esetekben.

A kiilonbozo eltérések egylittes eléforduldsa tekintetében az iFISH ¢és az
MLPA egyiittes hasznalata az egyes modszerekkel nyert adatokhoz képest modositotta
az eredményt a betegek tobbségénél, 22 olyan 11j kombinaciodt is felfedve, melyek az
egyes modszerekkel kiilon-kiilon nem lettek volna felismerhetok (9. tablazat). A beteg
specifikus adatokat a 11. tablazat mutatja be részletesen.

4.1.3. MLPA eredmények validalasa

Mivel az MLPA szondak iFISH-sel nem vizsgalt genomikus régiokat is lefedtek, a
modszer altal kimutatott aberraciok egy része nem keriilt eredetileg validalasra egy
masodik, fiiggetlen technikaval. Bar az MLPA hatékonysagat és megbizhatosagat
szamos korabbi tanulmany bizonyitotta, eredményeink megerdsitése céljabol tovabbi
validacios vizsgalatokat végeztiink. Az iFISH adatoktol valo legjelentdsebb eltérést az
1-es kromoszoma aberracioi kapcsan figyeltiik meg, ezért az MLPA altal ezen a
kromoszéman detektalt abnormalitasok ellendrzéséhez specifikus iFISH analiziseket
lehetévé tevd BAC klonokat szereztiink be az 1p32.2 (RP1-86A18 és RP11-253A20
klonok), 1p21 (RP11-421L21 klén) és 1g21 (RP11-307C12 klén) lokuszok
vizualizalasahoz. A klonokat biotin vagy digoxigenin-dUTP-vel jeloltiik, majd az igy
létrehozott FISH szondakat normal human metafazisokhoz hibridizaltuk és avidin-
FITC-cel vagy anti-digoxigenin-rhodaminnal eléhivtuk, mely eljarassal sikeresen

ellendriztiik az 0sszes szonda célrégidohoz valo specifikus kapcsolodasat.
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A tovabbi iFISH analizisekhez 21 olyan beteg sejtmintdibdl allt rendelkezésre
elegendé6 mennyiség, akiknek korabbi iFISH ¢és MLPA vizsgélataival eltérd
eredményeket kaptunk az 1p hidny, vagy az 1q tobblet vonatkozasaban. Mind a 19
mintdban, ahol kordbban kizardlag az MLPA mutatott ki 1p hianyt, a specifikusan
tervezett FISH szonda megerdsitette az aberracio jelenlétét (1p32: 4., 40., 52. és 67.
szamu betegek; 1p21: 2., 8., 11., 20., 23., 25., 26., 27., 37., 44., 59., 60., 66., 67., 68.
¢s 70. szamu betegek). Ehhez hasonldan, a 18-as szamu betegben a kordbban kizarolag
MLPA-val detektalt 1q tobblet sikeresen validalasra keriilt. Az 1-es szdmu betegben
azonban ez az eltérés nem volt felismerhetd az RP11-307C12 szondaval. Mivel az
MLPA-val megfigyelt relativ kdpiaszam érték meggydzden magas értéket mutatott
(1,40<), feltételezziik, hogy egy kis kiterjedésti, csupan a CKS1B génre korlatoz6do
tobblet okozta az eltéré eredményeket. Az RP11-307C12 BAC klon tobb mint 180
kilobazis hossztsagu, mig a CKS1B gén, melyhez két kiilonb6z6 MLPA szonda is

hibridizalt, csupan 4,6 kilobazis kiterjedési.

4.1.4. Az 1-es kromoszoma abnormalitasainak vizsgalata

Az MLPA szondakészlet kilenc kiilonbozd 1p és 10 kiillonb6z6 1q kromoszéma karra
specifikus szondat tartalmazott, mely lehetdvé tette az 1-es kromoszoman megjelend
aberraciok helyének, kiterjedésének és mintazatainak vizsgalatat (12. tablazat).
Otvennégy beteg mintajaban mutatkozott abnormalitas az 1p és/vagy az 1q karokon.
Két betegben (53-as és 76-os szdmu) csak az iFISH jelmintazat utalt 1q tobbletre. A
mielomas sejtek ardnya mindkét mintdban meglehetdsen alacsony (25%) volt, mely
nehezitette az MLPA eredmények megbizhat6 értékelését, ezért ezekben a mintdkban
az 1-es kromoszoma abnormalitasait nem vizsgaltuk. A fennmaradoé betegek koziil 15-
nek a mint4jdban mindkét kromoszéma karon mutatkozott kiegyensulyozatlan
genetikai eltérés, mig 13 betegben csak az 1p, 24 betegben pedig csak az 1q kar volt
érintett.

Az 1p intersticialis delécigja 21 betegben volt kimutathato, mig 7 mintdban az
Osszes olyan szonda, mely ehhez a kromoszéma karhoz hibridizalt, csokkent
kopiaszamot mutatott. A rovid karon jelentkezd delécidk helyét és méretét, valamint
az eredményezett allél mennyiségeket vizsgalva jelentds heterogenitast figyeltiink
meg, 9 kiilonféle mintazattal. Az 1p deléciot hordozod 28 beteg koziil 12-nél a hiany
csak az Ip21 régioban mutatkozott. A COL11Al, DPYD, RPEG65, LEPR, DABI,
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PPAP2B, CDKN2C, FAF1 és CHDS5 gének 22, 23,13, 11, 14, 13, 12, 12 és 7 mintaban
voltak értinettek. Biallélikus hidnyt két mintdban lattunk, a 4-es szamu betegnél a
FAF1 gén, mig a 67-es szamunal a FAF1 és CDKN2C gének érintettségével. Az 1p
karon jelentkez6 hidny az sszes tobbi esetben monoallélikusnak bizonyult.

Az 1q abnormalitast hordozo 39 betegbdl 34-nél az 6sszes 1q specifikus MLPA
szonda tobbletet jelzett, ebbdl 18 esetben 1 kopia tobblet, mig 14 esetben 2-3 extra
kopia jelenléte volt kimutathaté mindegyik szondaval. A 8-as szamu beteg mintajaban
2 koépia tobblet mutatkozott az 121 régidban, mig csupan 1 extra kopia volt
kimutathat6 az 123 16kusznal, demonstralva, hogy a tobblet akar valtozé mértékben
IS megjelenhet a hosszil kar mentén. A 20-as szamu beteg mintajaban mindegyik
MLPA szonda két extra kopiat mutatott, az iFISH jelmintazat azonban két szubklon
jelenlétére utalt a mieldémas sejtpopulacion beliil. A sejtek kétharmadaban egy extra
1q kopia, mig egyharmadaban harom extra kopia mutatkozott. Bar a mintdban mindkét
modszer kopiaszam tobbletet detektalt, ez az eset demonstralja, hogy soksejtes
mintabdl izolalt DNS-t vizsgalva a mielomas sejtpopulacio szubklondlis szerkezete
nem fedhetd fel, az MLPA adatok helyes interpretalasa igy ovatossagot igényel. Az
S100A10, CKS1B, NUF2 és PBX1 géneket 37, 39, 35 és 34 esetben érintették DNS

kopiaszam valtozassal jar6 aberraciok.

4.1.5. Az azonositott aberraciok egyiittes megjelenése

Az iFISH és MLPA kombinalt alkalmazasa lehetdvé tette szamos kiegyensulyozott és
kiegyensulyozatlan genetikai abnormalitds ugyanazon betegekben vald egyiittes
eléfordulasanak  vizsgalatat. Hatvanhat beteg mintdjdban 53  kiilonbozo
kombinécioban figyeltiink meg egynél tobb genetikai eltérést, ebbdl 22 kombinacid
nem lett volna felismerhetd, ha csupan az egyik modszert alkalmaztuk volna (9.
tablazat). Az egyes aberraciok kozotti kapcsolatok ersségét az 5. abra és a 13. tablazat
mutatja be.

A t(4;14) és t(14;16) pozitiv betegek mindegyike hordozott 13-as kromoszéma
abnormalitdst is, mely 6sszhangban all korabbi irodalmi adatokkal. A 90-es években a
13-as kromoszoéma abnormalitédsait rossz progndzissal, rovidebb tuléléssel tarsitottak
[88, 89], késébb azonban kidertilt, hogy az abnormalitas fent emlitett, rossz prognozisu
markerekkel valé gyakori egylittes el6forduldsa félrevezette a 13-as kromoszéma

eltérések klinikai jelentdségével kapcsolatos korabbi kovetkeztetéseket [16]. Bar a
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vizsgalt betegpopulacionk méretébdl adodoan korlatozott szamu  t(14;16)
transzlokaciot hordozo esetet azonositottunk, ennek az eltérésnek az 1-es kromoszéma
aberracioival vald egyiittes eloéfordulasa igy is gyakran volt megfigyelhetd. Boyd és
mtsai. részben ezt az erés asszociaciot tették feleldssé a t(14;16) transzlokacié altal
definidlt citogenetikai csoportban tapasztalt kedvezdtlen prognosztikai viselkedésért
[90], melynek komoly jelentéségét mutatja az is, hogy az Intergroupe Francophone du
Myelome korabban megkérddjelezte az aberracid rossz prognosztikai jelentGségét
[91]. Ezek a kiragadott példak is bizonyitjak, hogy az iFISH és MLPA kombinalt
alkalmazasa az altalunk vizsgalt betegpopulacion egy olyan genetikai jellemzést
biztositott, melynek eredménye 6sszhangban all szamos korabbi, nagyszamu beteget

vizsgalo klinikai tanulmany adataival.

4.2. DNS kopiaszam eltérések kimutatasa digitalis MLPA technikaval

A digitalis MLPA célzottan 372 genomikus 10kusz tekintetében nyujtott informativ
eredményt az altalunk vizsgalt 56 beteg diagnosztikus mintajaban. Két, visszatérd
szubkromoszomalis eltérés kimutatasat célzé szonda relativ kopiaszam értéke magas,
0,09-et meghalado mértéki standard deviacidt mutatott a negativ kontroll mintakban,
ezért ezeket a szondakat kizartuk a tovabbi analizisbdl. A laboratoriumi protokoll 24
oran beliil elvégezhetdnek bizonyult, beleértve a digitalis MLPA szondék éjszakéan at
tartd hibridizacidjat és a konyvtarak MiSeq szekvendloba valo betdltését is. A
standard, v3 (version 3) szekvenalasi protokollt lehetdvé tevd flow cell-lel a 115
bazispar hosszisagu, egyiranyu szekvenalas koriilbeliil 9 és fél orat vett igénybe és

atlagosan 1169 + 184 szekvenalasi read-et eredményezett szondanként.

4.2.1. Szambeli kromoszoma aberraciok kimutatasa

A digitalis MLPA 47/56 betegben (84%), Osszesen 65 teljes kromoszomat érintd
hidnyt és 145 tobbletet detektalt. Leggyakoribb eltérésnek a 13-as kromoszéma
monoszémidja mutatkozott, melyet tObbségében a nem hiperdiploid betegek kozott
mutattunk ki. A triszomidk tulnyomo tobbségét (94%) azon 20 betegben figyeltiik
meg, akiknél hiperdiploid kariotipus mutatkozott. Ezekben az esetekben elsdsorban

paratlan szamu kromoszomak tobbletét figyeltiik meg, leggyakrabban a 3-as és 9-es
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kromoszdma triszomiajat, melyet csokkend gyakorisaggal a 11-es, 19-es, 15-6s, 5-0s,

7-es és 21-es kromoszomak triszomidja kovetett (6. abra).

4.2.2. Szubkromoszomalis kopiaszam eltérések azonositasa

A vizsgalt 56 betegben a digitalis MLPA 6sszesen 246 szubkromoszomalis kopiaszam
eltérést azonositott (7. abra). A legalabb harom kiilonb6z6 betegben megfigyelt
eltérések koziil az 1q kromoszoma kar tobblete jelentkezett leggyakrabban, melyet
csokkend sorrendben az 1p hidny, 8p hiany, 16q hiany, 12p hidny, 14q hidny, 8q
tobblet, Xq tobblet, 13q hidny, 6q hiany, 14q tébblet, 17p hiany, 20p hiany, 22q hiany,
5q hiany, 6p tobblet és 9q tobblet kovetett (14. tablazat). Betegenként atlagosan 4,4
(tartomany: 0 - 13) szubkromoszomalis kopiaszdm eltérést mutattunk ki, atlagosan
3,7-et a hiperdiploid és 4,8-at a nem-hiperdiploid betegekben. A betegek 95%-aban
(53/56 beteg) mutattunk ki abnormalitasokat, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, illetve 13
aberraciot9,7,7,4,8,6,4,1,1, 4,1, illetve 1 betegben azonositva. Biallélikus deléciot
10 betegben talaltunk, a CDKN2C, FAF1, BIRC3, TRAF3, CYLD, illetve TP53 géneket
2,1,2,3, 2, illetve 1 betegben érintve.

4.2.3. Az 1-es kromoszéma abnormalitasainak részletes feltérképezése

Az 1-es kromoszoma régidihoz 44 kiilonb6zo digitalis MLPA szonda hibridizalt, 19 a
rovid, 25 a hosszii kromoszéma karhoz kapcsolddva, ezzel lehetévé téve az 1-es
kromoszoma abnormalitasainak MLPA-nal részletesebb vizsgalatat (8. abra).
Harmincnyolc beteg mintajaban figyeltiink meg 1-es kromoszéma aberréciot, 1p
hianyt 20, mig 1q tobbletet 22 esetben, 15 betegben pedig mindkét kar érintettnek
bizonyult.

A rovid kromoszoma karhoz kapcsolodo szondéknak csak egy része mutatott
eltérést 15 betegben, hasonld jelenséget a hosszi kar vonatkozasaban 7 betegnél
lattunk. A fennmarado esetekben az azonos karhoz hibridizalé szonddk mindegyike,
beleértve a centromerhez, illetve telomerhez kozeli szondakat is, abnormalis
kopiaszamot jelzett. Hairom betegben tobb, ugyanazon kart érintd, nem egybefliggd
aberraciot lattunk. Szubklonalis, illetve biallélikus 1p hiany 1, illetve 2 betegben
mutatkozott. Tobb mint harom 1q kopia jelenlétére utald, magas relativ kopiaszamot
12 betegnél detektaltunk, az eredményeket az iFISH adatok is megerdsitették. Harom

betegben ugyanazon kromoszéma kart érintd, kiilonbozé mértékii allél hidnyt vagy
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nyerést figyeltink meg. A révid karon jelentkezd hiany leggyakrabban az 1pl2
(FAM46C gén) és 1p21 (DPYD és COL11A1 gének) régidkat, valamint az 1p32 (FAF1
¢s CDKN2C) lokuszt érintették. Tobbletek leginkabb az 121 (BCL9, ANP32E, MCL1,
NUP210L, ADAR, CKS1B), valamint az 1923 (SLAMF7, NUF2, PBX1) régiokban
voltak megfigyelhetdk.

Az 1-es kromoszoman jelentkezd kdpiaszam eltérések kiilonbozd jellemzoit
egyiittesen vizsgalva 24 mintazatot tudtunk elkiiloniteni az eltérés elhelyezkedése és
kiterjedése, valamint az aberracié eredményeként megjelend allél mennyiség

vonatkozasaban.

4.2.4. Digitalis MLPA, valamint MLPA és iFISH adatok 6sszehasonlitasa

A digitalis MLPA eredmények validalasa, illetve a modszer teljesitményének
feltérképezése céljabol az 56 mielomas beteg mintajan nyert digitalis MLPA adatokat
Osszevetettiik a betegek korabbi, hagyomanyos MLPA és iFISH eredményeivel. Az
MLPA a digitalis MLPA-val analizalt régiok egy részét vizsgalta olyan szondakkal,
melyek specifikus ligalasi helyei a digitdlis MLPA szondéak ligalasi lokuszaitol
eltértek, ezaltal lehetdvé téve a fliggetlen validaciot.

Az MLPA 121 DNS kopiaszam eltérést azonositott 49 betegben (88%),
leggyakrabban a 13-as kromoszoma aberracioit kimutatva, melyet csokkend
eléfordulasi sorrendben az 1q tobblet, 1p hidny, 16q hiany, 12p hiany, 17p hidny és 5q
hiany kovetett (14. tablazat). Az iFISH 95 kiegyensulyozatlan aberraciot mutatott ki,
ugymint a 13-as kromoszoma aberracioi (36 beteg), 1q tobblet (32 beteg), 1p hiany
(17 beteg), 17p hiany (6 beteg) és 5q hiany (4 beteg). A 12p hianyt és a 16q hidnyt
nem vizsgaltuk iFISH-sel, igy a digitdlis MLPA adatokat 6, illetve 4 aberracid
vonatkozasaban tudtuk 6sszehasonlitani az MLPA, illetve az iFISH eredményekkel. A
harom modszer kombinalt 6sszevetése a 336 adatpontbdl (56 beteg x 6 aberracio) 319
esetben (94,9%) mutatott egyezést. A modszerek szisztematikus paros
Osszehasonlitdsa szintén magas egyezést mutatott az egyes aberraciok kimutatisa
tekintetében (Fisher-féle egzakt proba: p < 0,0001, 15. tablazat). A kiilonbozo
modszerek eredményei kozotti eltérések tobbsége a digitdlis MLPA szonda
keverékben taldlhatd magasabb szonda szdmra volt visszavezethetd, mely lehetévé

tette a visszatér6 DNS kopiaszam eltérések nagyobb kiterjedésti és/vagy magasabb
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genomikus feloldasti analizisét. A harom modszer eredményeinek egyezését
demonstrald, reprezentativ esetet mutat be a 9. 4bra.

A digitalis MLPA lehetévé tette a 20 hiperdiploid kariotipust mutat6é betegben
megjelend szambeli kromoszéma eltérések atfogd analizisét, melyet az MLPA ¢és
iIFISH adatok nem biztositottak. Ezenkiviil, leginkabb a moddszer altal nyujtott
kiterjedtebb genomikai vizsgalatnak koszonhetden, digitalis MLPA-val a nem-
hiperdiploid betegekben is azonositottunk 58 olyan teljes kromoszéma aberraciot,
melyek a masik két modszerrel nem voltak kimutathatok. Szubkromoszomalis
aberraciokat tekintve a digitalis MLPA 156 olyan eltérést azonositott 45 hiperdiploid
¢s nem-hiperdiploid betegben, melyeket kizarolag ezzel a technikaval detektaltunk.
Ugyanakkor az iFISH 28 olyan kiegyensulyozott kromoszoma atrendez6dést mutatott
ki, melyek felderitése az MLPA és digitalis MLPA technikdkkal nem lehetséges. Ezek
kozil az IGH gén FGFR3-MMSET, CCND1, illetve c-MAF génekkel, valamint
ismeretlen partner génnel valé fuzidja 8, 10, 4, illetve 6 betegben volt kimutathato. A

harom modszer altal detektalt leggyakoribb aberraciokat a 14. tablazat mutatja be.

4.3. Pontmutacié specifikus kimutatasa digitalis MLPA technikaval

Specifikus tervezésének koszonhetéen a D006 digitalis MLPA szonda keverék egyik
szonddja lehetévé teszi a BRAF gén 15-6s exonjaban megjelend, €.1799T>A
(p.V600E) mutacio kimutatasat. Ennek alapjat a szonda ligalasi helyének mutacios
’hotspot’-ra valo tervezése adja, melynek koszonhetden a szonda oligonukleotidok
Osszekapcsolasa, majd ezt kovetéen a PCR termékek generaldsa kizardlag mutacio
jelenlétében kivitelezhetd. A lokusz normal, csiravonal konfiguracidja esetén teljes
szonda és PCR termék nem képezhetd.

BRAFY8E muticiot két betegben azonositottunk digitdlis MLPA-val. Az
eltérést az 51-es szamu betegben sikeresen validaltuk piroszekvenalassal (10. abra),
mely azonban az 55-6s szamu beteg mintajaban negativ eredményt mutatott. Mivel a
mutéciot egy masodik digitalis MLPA reakcioval ismét kimutattuk mindkét betegben,
a piroszekvenalasnal nagyobb érzékenységii ddPCR analizist végeztiink az 55-0s beteg

mintdjan, mely megerdsitette az aberracio jelenlétét.
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4.4. Molekularis citogenetikai vizsgalatok Baranya és Tolna megye PCM-ben

szenvedo betegein

A Pécsi Klinikai Kozpont és a Tolna Megyei Balassa Janos Korhaz plazmasejtes
miclomaban szenved6 betegein 2005 és 2018 kozott elvégzett molekularis
citogenetikai vizsgalatok eredményeit Osszesitettiik és az analizalt mintdk mindségét
tekintve megallapitottuk, hogy az emlitett idészakban csontveldi aspiratumot 191
betegnél tudtunk vizsgalni, csontvelébdl szarmazd kenetet 4 betegnél, tovabbi 4
betegnél periférids vért analizaltunk, mig 32 betegnél kizarolag crista biopszids minta

allt rendelkezésre.

4.4.1. Plazmasejtek magneses dusitasa

A 231 betegminta egy részén kivitelezett magneses sejtdusitas a csontvel6i mintak
plazmasejt aranyat jelentdsen megemelte. Negyvennyolc esetben kertilt sor a modszer
alkalmazasara, amikor a plazmasejtek aranya nem haladta meg a 20%-ot; az atlagos
plazmasejt arany ezekben a mintakban 5% (tartomany: 0,3 - 20,0%) volt. A dusitast
kovetden atlagosan 72%-ra emelkedett a plazmasejtek aranya (tartomany: 20 - 100%),
csupan harom esetben (6,7%) maradt az érték 30% alatti, a dasulds mértéke atlagosan
tizennyolcszorosnak bizonyult. A magasabb plazmasejt tartalom az iFISH és MLPA
vizsgalatok megbizhatd értékelését jelentdsen fokozta, néhany minta esetében pedig
kifejezetten a dusitas tette lehetdvé az 0sszes genetikai vizsgalat sikeres elvégzését

azaltal, hogy 30% folé emelte az abnormalis sejtek aranyat.

4.4.2. IFISH vizsgalattal kimutatott aberraciok

A teljes beteganyagon elvégzett iIFISH vizsgalatok eredményeit az 16. tablazat foglalja
Ossze. Az IGH transzlokaciot hordozo betegeken beliil kdzel azonos gyakorisaggal
mutatkoztak az IGH-CCND1 (26,8%) ¢és az IGH-FGFR3/MMSET (24,7%) génfuziot
hordozo esetek, mig IGH-MAF pozitivitast a betegek 10,7%-aban figyeltiink meg. Az
1q kromoszoma kar tobbletét, a 13-as kromoszoma abnormalitdsait, valamint a 17p
kromoszoma kar vesztését az irodalomban ismert gyakorisagokhoz hasonlé ardnyban
mutattuk ki, mig az 1p kromoszdma kar strukturalis vesztése elmaradt a korabbi, DNS
microarray alapi nemzetkozi tanulmanyok alapjan feltételezett tartomanytdl. Ennek a

fentebb is emlitett, legvaldsziniibb oka abban keresendd, hogy az alkalmazott,
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kereskedelmi forgalomban elérhetd FISH szonda az 1p36 kromoszoéma lokuszt
vizualizélta, mig az 1p hiany gyakran lokalizalodik az 1p32, 1p31 vagy 1p21 régiokra.
A mieléma iFISH diagnosztikdaja soran gyakran megjelend jellemzé aberraciods
jelmintazatokat, valamint néhany altalunk megfigyelt, ritkabb alternativ jelmintazatot

szemléltet a 11. 4bra.

4.4.3. MLPA technikaval kimutatott aberraciok

MLPA modszerrel 89 DNS vesztéssel vagy tobblettel/sokszorozddassal jaro,
kiegyensulyozatlan aberracidt azonositottunk 42 beteg csontveld mintdjdban. A
betegek tobb mint felében mutatkozott 13-as kromoszoémat érinté monoszémia vagy
delécid, melyet csokkend gyakorisaggal kdvetett az 1q tobblet, 1p hidny, 5q tobblet, a
16q hiany, valamint a 12p és 17p hiany (17. tablazat). Emellett 3 betegben az 5q
kromoszéma kar hidnyat, illetve 1 betegben a 16q kromoszéma kar tobbletét

azonositottuk.

4.4.4. MLPA és iFISH eredmények osszehasonlitasa

Az MLPA ¢és FISH eredményeket a mindkét modszerrel vizsgalt 42 betegben, 5
kromoszéma kar (1p, 1q, 5q, 13q, 17p) vonatkozdséban tudtuk 6sszehasonlitani. A 210
(42 x 5) adatpontbol 202 esetben egyezett meg a vizsgalatok eredménye, mely 96,2%-
os konkordancianak felel meg (18. tablazat). Az 1p kromoszoéma kar vizsgalatanal
tapasztalt nagymértékii egyezést az ennél a 42 betegnél specifikusan validacios célbol
alkalmazott, BAC klon alapu iFISH vizsgalat is segitette. A 8 eltéré eredmény koziil
5-nél az IFISH teszt mutatott ki pozitivitast az 1q, 5q, 13q és 17p kromoszéma
karokon; az MLPA negativ eredménye nagy valoszinliséggel a mintdk 30%-0t meg
nem haladé plazmasejt tisztasaganak volt kdszonhetd. Harom esetben kizarolag az
melyet egyik alkalmazott iFISH szonda sem fedett, egy betegben pedig a 17p
kromoszoma kar olyan rovid szakaszan mutatva ki eltérést, mely az iIFISH vizsgalat
feloldoképességét nem érte el. Osszességében az MLPA 21 olyan aberrdciét mutatott
ki 16 betegben (38%), melyek az altalunk végzett IFISH vizsgalatokkal rejtve
maradtak. Ugyanakkor iFISH analizissel Gsszesen 38 olyan kiegyensulyozott és
kiegyenstlyozatlan aberraciot mutattunk ki a 42 betegben, melyeket az alkalmazott
MLPA kittel nem voltunk képesek detektalni.
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4.5. Klonalis evolucio vizsgalata egyedi sejt szinten

Klonalis evoluciods vizsgalataink soran visszatéré citogenetikai aberraciok egyedi sejt
szintli korrelalt analizisét végeztiik el mielomas betegekben, mely az esetek egy
részében lehetdvé tette a vizsgalt abnormalitasok id6beli sorrendjének meghatarozasat.
Ha példdul a mintdban két kiillonb6zd, genetikai aberracid(k) altal érintett mielomas
sejtpopulacio volt kimutathatd, és az egyik sejcsoport csupan A’ aberraciot hordozta,
mig a masik A’ mellett ’B’-t is, akkor valoszintisithetd volt, hogy *A’ aberracio el6bb
jelent meg a betegség kialakulasa soran mint *B’. Ennél a megkdzelitésnél onkényesen
kizartuk azt a valosziniitlen lehetdséget, hogy egy aberracio az adott sejtben megjelent,
majd rovid idon beliil el is tlint.

Ezenkiviil kozvetve vizsgaltuk a mieloma fejlédés korai szakaszaban
megjelend aberracidknak a betegséget inicidlo lehetséges szerepét oly mdodon, hogy
meghataroztuk az adott eltérést hordozd sejtek ardnyat a minta plazmasejt
a plazmasejtek jelentds része nem tartalmazta, az eltérés iniciald szerepe kizarhato

volt.

4.5.1. Kiegyensilyozott és kiegyenstuilyozatlan aberraciok sziirése iFISH-sel

A tanulmanyba bevont 185 beteg mintaiban a megjelend aberraciok kezdeti sziirését
fiiggetlen iFISH vizsgalatokkal végeztiik, melynek soran a betegek 47,2%-aban 13-as
kromoszéma abnormalitdsokat (monoszomia vagy delécid), 7,5%-aban TP53 gén
deléciot, 58,8%-aban pedig IGH gént érintd transzlokaciokat figyeltink meg. A
t(4;14)(p16;q32), t(11;14)(q13;932) és t(14;16)(q32;923) transzlokaciok az IGH
génatrendezddést hordozo esetek 22,6, 21,7 és 6,6%-aban mutatkoztak. Hatvannégy
(34,6%) betegben tobb mint egy genetikai aberraciot detektaltunk, a specifikus
aberraciokat, beleértve az IGH partner génjeit is, 35 betegben tudtuk azonositani (19.

tablazat).
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4.5.2. Genetikai aberraciok korrelalt vizsgalata motorizalt mikroszképiaval

Huszonot beteg (24 PCM, 1 PCL) mintaibol allt rendelkezésre elegendé sejtmennyiség
tovabbi, kombinalt iFISH analizis elvégzéséhez. Huszonegy betegben egyetlen klont
tudtunk azonositani, mely az 6sszes korabban kimutatott eltérést hordozta, igy ezekben
az esetekben nem tudtuk felderiteni a citogenetikai evolucié idébeli 1épéseit. Négy
betegben (16%) a genetikai eltérések alapjan egynél tobb abnormalis sejtpopulécio
mutatkozott (12. abra). A kombinalt iFISH analizissel azonositott szubklonokat és
azok ardnyat a tisztitott plazmasejt populdcion beliil a 20. tdblazat foglalja dssze. A
13-as  kromoszoma abnormalitasait megeloztek a  t(4;14)(pl16;q32) ¢és
t(14;16)(q32;q23) transzlokaciok (41-es, illetve 45-6s betegben). A TP53 gén
delécidja szekunder aberracionak bizonyult a t(11;14)(q13;g32) transzlokaciohoz és a
13-as kromoszoma abnormalitasahoz viszonyitva (124-es, illetve 159-6s betegben).

Hat beteg mintdjaban a megjelend transzlokacié specifikus kimutatasahoz
hasznalt dupla-fizids FISH szondaval tobb kiilonféle, pozitivitast jelzé jelmintdzatot
is lattunk, mely az IGH transzlokacidban érintett gének citogenetikai evolucidja
kovetkeztében megjelend, addicionadlis eltérések jelenlétére utalt. Ha ezekben az
esetekben a vizsgalat kizarélag a tipikusan elvart, 2 fazi6 - 2 piros - 2 zold pozitiv
jelmintézatra korlatozodott volna, azzal jelentdsen alulbecsiiltiik volna az aberraciot
hordozo sejtek aranyat a mintaban. Ennek a jelenségnek a felismerése segitett elkeriilni
azt a hibas kovetkeztetést is, miszerint a 13-as kromoszéma abnormalitas kialakulasa
idében megeldzte az IGH transzlokaciok megjelenését. Adataink arra utalnak, hogy a
tanulmanyunkban vizsgalt genetikai eltérések koziil a visszatéré IGH transzlokaciok a
legkorabban kialakuld aberraciok, mig a 13-as kromoszoma defektusa és a TP53 gén
delécigja a betegség kialakulasanak késobbi stddiumaban vezet az érintett szubklonok
szelekcids eldnyéhez.

A 24 IGH gén atrendez6dést hordozd beteg koziil 6-nal (25%) a kombinalt
1FISH analizis eredménye arra utalt, hogy a transzlokaci6 a plazmasejtek csupan egy
részében (tartomany: 29,5 - 61,9%) volt jelen (20. tablazat). Ezt a megfigyelést
kovetden ezirdnyl vizsgalatainkat kiterjesztettiik a tanulmanyba bevont mind a 185
betegre. A specifikusan azonositott IGH transzlokaciot hordozo esetek 21,8%-aban az
aberracio a plazmasejtek kevesebb mint kétharmaddban volt kimutathato:
IGH/FGFR3 20,0%, IGH/CCND1 16,7% ¢és IGH/MAF 28,6%. A harom csoport
kozotti kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans (Kruskall-Wallis teszt:

54



IGH/FGFR3 vs. IGH/CCND1 vs. IGH/MAF, p = 0,786). Két kiilonbozé IGH
transzlokacid ugyanazon mintaban valo jelenléte kizarhato volt ezekben az esetekben.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az IGH gént érintd transzlokaciok betegséget

inicidlo funkcioja megkérdodjelezhetd, sot kizarhat6 az érintett betegek legalabb

egyoOtodében.
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5. Megbeszélés

A PCM genetikailag heterogén onkohematologiai betegség, mely valtozatos klinikai
lefolyassal tarsul [16]. Szamos tanulméany vizsgalta e két jelenség kozotti
Osszefliggéseket, hatékony rizikobecslési rendszerek kidolgozasa, illetve a betegek
kiilonféle kezelések mellett varhatd klinikai valaszédnak eldrejelezése céljabol.
Ezeknek az eréfeszitéseknek az eredményeként sziiletett meg a genetikai aberraciod
alapu TC ("Translocation and cyclin D’) és a génexpresszid alapt UAMS-GEP
(‘University of Arkansas for Medical Science gene expression profiling’)
klasszifikacié is [92, 63]. A két klasszifikacids rendszer Osszehasonlitdo vizsgalatat
kovetéen a Nemzetkozi Mieloma Munkacsoport egy 0j molekularis citogenetikai
klasszifikacid bevezetését javasolta, melynek két f0 genetikai alcsoportjat a
hiperdiploid kariotipus és az IGH gént érint6 transzlokaciok hatarozzak meg [16]. Az
ezt kovetd iddszakban szamos, nagyszamu betegmintan elvégzett molekularis
citogenetikai €s 0j-generacios szekvenalast alkalmazo kutatas bdvitette tovabb a PCM
genetikai hatterével kapcsolatos ismereteket [28, 33, 63, 68, 93]. Egy Boyd és mtsai.
altal kozolt tanulmany példaul a legrosszabb progndzist mutatd betegek genetikai
hatterét vizsgalva ramutatott arra, hogy a kedvezdtlen molekularis citogenetikai
markerek (pl.: 1q21 tobblet, 17p13 - TP53 hidny) ndévekvé mértékli halmozddasa a
tulélés fokozatos hanyatlasaval tarsul [90]. Az ilyen tipusi eredmények alapjan
létrehozott, bovitett prognosztikai rendszerek klinikai alkalmazasa megkoveteli a
PCM-mel tarsuld genetikai aberraciok hatékony és atfogd karakterizalasat az egyes

betegekben.

5.1. Genetikai aberraciok megjelenése a PCM onkogenezise soran

A PCM-ben visszatérd modon megjelend aberraciok koziil molekularis citogenetikai
modszerekkel a t(4;14), t(11;14) és t(14;16) transzlokaciok, valamint a 13-as
kromoszéma abnormalitdsai és a TP53 gén hidanya a legintenzivebben vizsgalt
eltérések. Mig ezeknek az aberracioknak biologiai és/vagy prognosztikai jelentdségiik
meggy0zden bizonyitott [16], vizsgalataink idején erésen korlatozott mértéki
informacio allt rendelkezésre az egyes eltéréseknek a betegség kialakulasa soran valo

megjelenési idejére ¢és sorrendjére vonatkozoan. Az irodalomban elérhetd adatok
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tobbsége csupan kozvetett bizonyitékokon alapult, leginkabb a betegség kiilonb6zo
fazisaiban (MGUS-PCM-PCL) kimutathat6 eltérések gyakorisagat figyelembe véve
[87, 94]. Néhany munkacsoport tanulmanyozta ugyan egyes citogenetikai
abnormalitdsok aranyat tisztitott plazmasejt populacidkon beliil is, a kiilonféle
aberraciok jelenlétét azonban nem ugyanazon sejtmagokban vizsgaltak [94-97].
Egyedi sejt szintli, kombinalt iFISH vizsgalatainkkal els6ként szolgaltattunk olyan
kozvetlen bizonyitékokat a PCM kialakuldsat kiséré citogenetikai eltérések
megjelenési sorrendjére vonatkozoan, mely strukturdlis aberracidkat is magaban
foglalt. Eredményeink 0Osszhangban 4allnak a PCM fejlodésére vonatkozo
legelterjedtebb modellel, mely szerint az IGH transzlokaciok jellemzéen koran
megjelenés jellemz6 [98].

Klonélis evolucids tanulmanyainkkal tovabba felfedtiik azt is, hogy a vizsgalt
IGH transzlokaciok az aberraciot hordozd betegek legalabb egyotodénél
bizonyithatéan nincsenek jelen az Osszes mieldmas sejtben, ezaltal a malignus
folyamat inicidlasaban vald meghatdroz6 szereplik kizarhatd. Kordbban mas
munkacsoportok MGUS mintédkat vizsgalva szintén megfigyelték, hogy az IGH
transzlokaciok alkalmanként a plazmasejteknek csak egy részében mutathatok ki [94,
97]. Az MGUS azonban a betegség korai stadiuma, melynél a mintaban 1évé normal
plazmasejtek potencialisan magasabb, mielomas sejtekkel 6sszemérhetd relativ ardnya
korlatozhatja az eredmények értelmezését. Az altalunk vizsgalt PCM ¢s PCL
mintdkban a normal plazmasejtek mennyisége a mielomas sejtekhez képest elenyészo
volt, igy a fent emlitett, MGUS-ndl jelentkezd ’higitd hatds’ nem befolyésolta
jelentdsen eredményeinket. Mig az altalunk vizsgalt IGH transzlokacidknak a PCM
patogenezise soran vald korai megjelenése mara mar széleskorben elfogadott tény,
azok inicial6 szerepével kapcsolatban még jelenleg is eltérd értelmezések olvashatok
az irodalomban. Az altalunk publikalt adatokat, miszerint az IGH transzlokaciok az
esetek legalabb egy részében nem toltenek be iniciald szerepet, kdzleményiink
megjelenése utan tovabbi olyan meghatarozo6 tanulmanyok is alatdmasztottak, melyek
a klonalis evolucio szelekcios egységét reprezentald, egyedi sejteket vizsgaltak

molekularis citogenetikai, illetve molekularis genetikai modszerekkel [99, 100].
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5.2. Az MLPA lehetséges szerepe a mieloma genetikai vizsgalatiban

A PCM terapidja jelentOs fejlodésen ment keresztiil az elmult két évtizedben, a betegek
tulélési esélyei jelentsen javultak az 0j terapias lehetdségeknek kdszonhetden [4]. A
proteaszoma gatlok ¢és immunmoduldtorok kombinalt, illetve egymast kovetd
alkalmazéasaval a varhatdé median talélés a korabbi ,.kemoterapids” korszakban
elérhetd, atlagosan 3-4 évrél 7-8 évre ndtt. Mindezek ellenére a PCM tovabbra is
valtozatos klinikai lefolyast mutat, és a betegek 15-20%-a még mindig 2 éven beliil
meghal a betegség progresszidja kovetkeztében [101]. A PCM kezelésének
valtozasahoz szorosan tarsult a betegség biologiai, ezen beliil genetikai hatterének
alaposabb megismerése [33, 63, 68]. Szamos tanulmany talalt egyértelmii
Osszefliggést a PCM valtozatos progresszioja, klinikai lefolydsa, a kiilonféle
gyogyszerek mellett észlelt terapids valasz €és az egyes betegek altal mutatott eltérd
genetikai hattér kozott [28, 36, 90, 102, 103]. Ennek nyoman a Nemzetkdzi Mieloma
Munkacsoport jelenlegi ajanlésai az emelkedett LDH, csokkent szérum albumin és
magas béta-2 mikroglobulin paraméterek mellett magukban foglaljak prognosztikailag
meghatarozonak tiing, tipikusan iFISH-sel kimutatott markerek vizsgalatat is, mint a
del(17p), at(4;14) és a t(14;16), valamint (ijabban az 1-es kromoszéma hosszikarjanak
tobblete [10, 17, 104]. Ezzel Osszhangban a hazai hematologiai gyakorlatban is
felmeriilt az igény az adott esetben akar terapids dontést is meghatarozo aberraciok
kimutatasa irant, mint a t(4;14) (IGH-FGFR3/MMSET génfuzio), a t(14;16) (IGH-
MAF génfuzio) és a del(17p) (TP53 gén hiany); emellett klinikai szempontbol
fontosnak tartott az 1q kromoszoma kar tobbletének, illetve az 1p kar hianyanak
vizsgalata is [4].

A PCM Kklinikai menedzsmentjének szempontjabol relevansnak gondolt
genetikai aberraciok szama még mindig egyre novekvo tendencidt mutat, amire a rutin
hematopatologiai diagnosztikanak bizonyos mértékben, a hazai kezelési lehetéségeket
¢s finanszirozasi kereteket is figyelembe véve valaszolnia kell. Ezzel a szandékkal
tortént meg 15 évvel ezeldtt Pécsett az iIFISH modszer céltudatos bevezetése a PCM
diagnosztikdjaba, mellyel a leggyakoribb kiegyensulyozott transzlokaciok ¢és
kiegyensulyozatlan kopiaszam eltérések gyorsan és specifikusan kimutathatok. A
tanulmanyainkban bemutatott, tobb mint egy évtized alatt Osszegytjtott iFISH
eredmények nagymértékli egyezést mutatnak kordbbi, nemzetkdzi tanulméanyok

keretében nyert adatokkal, mind a vizsgalt IGH transzlokéaciok gyakorisdga, mind a
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kopiaszam hianyok és tobbletek eléfordulasa tekintetében [20, 28]. Az egyetlen kivétel
ez alol az 1p delécio volt, melynek optimalis vizsgalatdhoz a jovoben alternativ
szonda, vagy akar tobb szonda parhuzamos hasznalata is sziikséges lehet az egyes
betegekben eléforduld aberraciok jelentésen eltérd lokalizacidja miatt. Technikai
szempontbol elmondhatd, hogy az iFISH egyarant alkalmazhat6 csontveldi aspiratum
¢és periférias vér mintan, ha pedig reprezentativ mintaként csupan crista biopszids
anyag all rendelkezésre, szoveti koriilmények kozott is.

Az IFISH analizis lehetéségeit azonban korlatozza, hogy a kereskedelmi
forgalomban elérhetd szonda készletek tobbsége reakcionként csak egy vagy két
aberréacio kimutatasat teszi lehet6vé, a rendelkezésre allo sejtszuszpenzid/szovetminta
mennyisége pedig gyakran limitalt. Ez kiilondsen igaz olyan esetekben, amikor a minta
alacsony tisztasaga miatt plazmasejt dusitdsra van sziikség. A magneses plazmase;jt
szelekcioval nyert eddigi tapasztalataink arra utalnak, hogy a mddszer valoban képes
jelentésen novelni a vizsgalando sejtszuszpenzid tisztasagat, ezaltal lehetové 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 16kusz vizsgalhat6 egyidejiileg.

A hagyomdanyos citogenetikai eljaras (kariotipizalds) soran a teljes genom
vizsgélatara lehetdség nyilik, azonban a mieloma sejtek korlatozott tenyészthetdsége
és in vitro sériilékenysége miatt a vizsgalat korlatozott szereppel bir a PCM
diagnosztikajaban. Specialis tenyésztési koriilmények nélkiil a kariotipizalas gyakran
nem reprezentativ, hiszen a mintaban 1évd, nem neoplasztikus vérképzo sejtek gyakran
tulndvik a neoplasztikus sejteket. A modszerrel lehetdség nyilik a teljes kromoszéma
készlet atfogd analizisére, ezaltal olyan eltérések is felismerhetok vele, melyek
kimutatasat a rutin diagnosztikaban alkalmazott célzott vizsgalatok nem teszik
lehetévé, genomikus feloldasa azonban legfeljebb 3-10 megabazisos nagysagrendet ér
el.

A nagyobb feloldast teljes genom szinten biztositd microarray alapt és uj-
generacios szekvenalasi technikdk magas koltsége jelenleg nem teszi lehetdvé azok
sz¢leskorll alkalmazasat a hazai molekularis patologiai diagnosztikdban. Az MLPA
ebben a kornyezetben kézenfekvd alternativanak tiinik koltséghatékonysaga, valamint
viszonylag egyszerli és gyors kivitelezhetdsége miatt. A mddszer alkalmas a jelenlegi

hazai kezelési protokollok mellett potencidlis jelentdséggel bird 0Osszes
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kiegyenstlyozatlan aberracié egyideji kimutatasara, ezaltal egyértelmiien segitheti a
PCM-ben szenvedd magyarorszagi betegek mintdinak atfogébb genetikai
karakterizalasat. Az MLPA technikai lehetdségeit vizsgald tanulmanyunkban a
modszerrel a betegek 65%-aban tudtunk olyan aberraciokat azonositani, melyeket az
alkalmazott iFISH vizsgéalatok nem mutattak ki. Ezenkiviil eredményeink alapjan az
MLPA exon szintii genomikai felolddsa néhany esetben lehetévé teheti olyan kis
kiterjedésii aberraciok kimutatasat is, melyek iFISH-sel nem detektalhatok, igaz a
reakcio elvégzéséhez az iFISH-nél megszokotthoz képest valamivel magasabb minta
tisztasag sziikséges (30% vs 20%), ami adott esetben a plazmasejtek magneses
dusitasaval a mintak tobb, mint 90%-anal elérhet6. Ugyanakkor az iFISH képes a PCM
genetikai karakterizalasa szempontjabol kiemelt jelentdséggel bird kiegyensulyozott
transzlokaciok kimutatisara, valamint egyedi sejt szintli vizsgélatra, mely segithet a
mielomas sejtpopulacid betegeken beliili heterogenitasanak, klondlis evolicios
folyamatainak feltérképezésében is [105]. Az MLPA ¢és IFISH modszerek
Osszehasonlitdsaval nyert eredményeink, valamint a fentebb emlitett technikai elényok
¢és hatranyok alapjan megallapithato, hogy a két modszer egymast kiegészitd vizsgalati
eljarasnak tekinthetd, egyiittes alkalmazasukkal pedig majdnem az dsszes mielomas

betegben azonosithatd valamilyen betegség relevans genetikai eltérés.

5.3. Digitalis MLPA altal nyujtott lehetdségek

A kozelmultban az MLPA 1j-generacios szekvenalassal valéo kombindlasa altal kertilt
kidolgozasra a digitalis MLPA technika [106], melyet nemzetkdzi szinten elsdk kozott
tesztelhettiink mielomas betegek mintdinak vizsgalatdhoz. A tobbszdz genomikus
lokusz egyidejii analizisére lehetdséget add modszerrel szubkromoszomalis
kiegyenstlyozatlan aberraciok mellett teljes kromoszomaékat érintd tobbleteket és
hianyokat is megbizhatoan ki tudtunk mutatni. A PCM genetikai hatterét figyelembe
véve ennek kiemelt jelentdsége van, hiszen a tipikusan pdaratlan kromoszomak
triszomiajaval jard hiperdiploid kariotipus a betegek kozel felére jellemzé [16]. A
digitalis MLPA sejttenyésztés nélkiil képes a hiperdiploiditas kimutataséra, ezenkiviil
alkalmas specifikus kromoszéma tobbletek és hidnyok azonositdsara is. Ennek
jelentdsége lehet olyan irodalmi adatok alapjan, melyek szerint a triszomia altal érintett
kromoszomak egyes betegekben megjelend kiilonféle kombinaciol eltérd

prognosztikai hatassal tarsulhatnak [46].
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Digitalis MLPA-val egyetlen eset kivétellel minden beteg mintdjaban sikertilt
legalabb egy genetikai aberraciot azonositanunk. A teljes kromoszéma eltérések
tulnyomo tobbségét, valamint a szubkromoszomalis citogenetikai aberraciok 63%-at
nem detektaltak az alkalmazott iFISH és MLPA vizsgalatok. A prognosztikai
jelentdséggel bird eltérések mellett, a digitalis MLPA terapids célpontokat érintd
aberraciokat (pl.: MCL1 és SLAMF?7), illetve prediktiv markereket (pl.: CRBN hidny
immunmodulator terapidk vonatkozasaban [107]) is sikeresen azonositott. Ezenkiviil
a technikaval a célzott terapia szempontjabol szintén relevans BRAFY%E mutaciot is
kimutattuk két beteg mintdjaban, mellyel elsoként demonstraltuk, hogy a mddszer
specifikus pontmutaciok célzott kimutatasahoz is alkalmazhato.

A PCM diagnosztikajahoz és kutatasahoz elterjedten hasznalt modszerekhez
viszonyitva a digitalis MLPA legfontosabb eldnyei az alabbiakban foglalhatok dssze:
(1) nagyszamu genomikus lokusz egyidejii vizsgalataval olyan aberraciok kimutatasat
is lehetové teszi, melyek a jelenleg kereskedelmi forgalomban elérheté FISH és MLPA
kitekkel nem vizsgalhatok; (ii) az MLPA-val is vizsgalt 10kuszoknal jelentkezd
aberraciokat az ugyanazon genomikus régiokat nagyobb szdmu szondéaval lefedd
digitalis MLPA nagyobb biztonsaggal mutatja ki; (iii) ugyanebbdl az okbol kifolyolag
a digitalis MLPA nagyobb genomikus felbontasti vizsgalatot tesz lehetdvé, ezaltal
részletgazdagabb képet nyuUjtva bizonyos kopiaszam eltéréssel jard aberraciok
elhelyezkedésérol, mértékérdl és kiterjedésérdl, melynek egyes esetekben klinikai
jelentdsége is lehet; (iv) a modszerrel specifikus teljes kromoszoma eltérések is
kimutathaték, mely DNS index méréssel nem lehetséges, kariotipizalassal pedig
nehézkes, sokszor nem eredményes; (V) a digitalis MLPA tipikusan 70-90 bazispéros
feloldasa jelentdsen meghaladja a kariotipzalds (3-10 megabéazis) és a rutin
diagnosztikaban hasznalt iIFISH tesztek (100 kilobazis - 1 megabazis) hasonlo értékeit,
ezzel exon szintli vizsgalatokat is lehetdvé téve; (vi) a mintdk laboratoriumi
preparalasahoz 20-40 nanogramm DNS elegend6; (vii) a microarray alapu
modszerekhez (aCGH, SNP-array) képest a digitalis MLPA-val joval nagyobb szamu,
akar 192 minta is vizsgalhato egyidejiileg; (viii) a modszer 36 oran beliil informativ
MLPA-val a kereskedelmi array és NGS moddszerekhez képest fokuszaltabban és
gazdasdgosabban mutathatok ki teljes kromoszoéma aberraciok, szubkromoszomalis

kopiaszam eltérések, valamint specifikus pontmutaciok egyetlen reakcio elvégzésével,
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(X) célzott vizsgalat 1évén az adatfeldolgozas és értékelés a teljes exom vagy genom
szekvenalashoz képest kevesebb szamitdgépes kapacitast igényel.

A betegséghez asszocialtan megjelend genetikai aberraciok atlagos szama
alapjan a PCM a skala kozepén helyezkedik el a kiilonféle daganatos megbetegedések
kozott, atlagosan tobb abnormalitast hordozva, mint a legtébb hematoldgiai
malignitas, de kevesebbet, mint a szolid tumorok tobbsége [13]. Ebbdl kdvetkezben a
PCM mintak vizsgalatdhoz kézenfekvonek tlinik a digitalis MLPA alkalmazasa, mely
nagyszamu genomikus lokusz egyidejli, célzott vizsgalatat teszi lehetéve, rovid idon
beliil informaciét nydjtva az egyes genetikai aberraciok adott betegben valo egyiittes
jelenlétérdl is.

Szamos eldnye mellett a digitdlis MLPA alkalmazasat korlatozza, hogy a
modszer (i) kopiaszam valtozassal nem jar6 (kiegyensulyozott) aberraciok
vizsgalatara nem alkalmas; (ii) relativ kopiaszamot hataroz meg, igy abszolut
kopiaszam felderitésére Onmagaban nem hasznalhato; (iii) egyedi sejt szintd
informaciot nem nyujt; (iv) szubklonalis biallélikus deléciot nem képes azonositani
olyan esetekben, amikor a kdpiaszam profil klonalis monoallélikus deléciohoz hasonlo
mintazatot mutat; (V) mas diagnosztikus modszerekhez hasonldéan érzékeny az
alacsony plazmasejt aranyra, mely el6zetes plazmasejt disitassal enyhithetd és (Vi)
Ovatos interpretacidt igényel, mivel a relativ kopiaszam egy-egy szonda altal mutatott
valtozadsa nem csak DNS kopiaszdm valtozas eredménye lehet, hasonld jelenséget
1dézhet eld egy ligacids pont kdzelében megjelend pontmutacio is. Ez utobbi jelenség
tobb, egymas kozelében elhelyezked6 szonda egylittes alkalmazasaval
kikiiszobdlhetd, adott esetben pedig az észlelt aberracid fiiggetlen modszerrel valo

megerdsitése is indokolt lehet.

Osszességében elmondhatd, hogy munkank soran sikeriilt beallitanunk olyan
molekularis modszereket (MLPA és digitalis MLPA), melyek alkalmazasaval a hazai
PCM-ben szenvedd betegek diagnosztikdja jelentdsen és gazdasagosan javithato.
Egyedi sejt szintli vizsgalatainkkal tovabba sikeriilt nemzetkozi érdeklédést is kivalto
1j adatokat nyerniink a PCM patogenezisét kisérd citogenetikai aberraciok megjelenési
sorrendjére, illetve azoknak a betegség iniciacidjaban betoltott lehetséges szerepére

vonatkozodan.
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6. Az uj eredmények osszefoglalasa

I. A nemzetkdzi irodalomban elséként kozoltik az MLPA modszer
alkalmazasit PCM-ben megjelend kiegyensulyozatlan genetikai aberraciok
kimutatdsahoz. Feltérképeztiik a technika altal nyujtott elonyoket és hatranyokat, az
eredményeket pedig validaltuk a jelenleg legszélesebb korben hasznalt, standard

modszernek tekintett iFISH analizissel.

2. Nemzetkozi szinten elséként alkalmaztuk a digitalis MLPA modszert PCM-
ben mutatkozd kiegyensulyozatlan genetikai aberraciok atfogd kimutatdsédhoz.
Megallapitottuk, hogy a modszer a szubkromoszomalis eltérések mellett teljes
kromoszéma tobbletek és hianyok megbizhatd detektalasat is lehetdvé teszi, ezaltal
segitve a betegség egyik fo -citogenetikai alcsoportjdba tartozo, hiperdiploid

kariotipussal rendelkezd betegek azonositasat is.

3. Nemzetk6zi szinten elséként alkalmaztuk a digitdlis MLPA moddszert
pontmutacié kimutatasahoz. Az ltalunk vizsgalt BRAFV®E mutici6 a PCM-ben
szenvedd betegek 4-10%-aban jelentkezik, detektdldsa célzott terapia megkezdését
teszi lehetové. A digitalis MLPA-val kimutatott mutaciokat piroszekvenalassal és

digitalis droplet PCR-rel validaltuk.

4. Elsoként osszegeztiik és értékeltiik a Pécsi Klinikai Kozpont és a Tolna
Megyei Balassa Janos Korhdz plazmasejtes mieldmaban szenvedd betegein tobb mint
egy évtized alatt elvégzett molekularis citogenetikai vizsgalatok eredményeit. Ennek
alapjan megallapitottuk, hogy az MLPA ¢és az iFISH egyiittes alkalmazésa jelentdsen
segithetné a jovében a plazmasejtes mieldmaban szenvedd hazai betegek atfogdbb

genetikai jellemzését.

5. Kombinalt iFISH analizist végezve, nemzetkdzi szinten elsdként vizsgaltunk
PCM-ben strukturalis citogenetikai aberraciokat is magaban foglalé klonalis evolicids
folyamatokat egyedi sejt szinten. Eredményeink megerdsitették, hogy az IGH gént
érintd transzlokaciok a betegség patogenezise soran koran jelennek meg, adataink
alapjan azonban a transzlokéciok betegséget iniciald funkcidja megkérddjelezhetd, sot

kizarhat6 az érintett betegek legalabb egyotdodében.
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8. Koszonetnyilvanitas
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kiértékelése soran.
Koszonom a PTE Klinikai Kozpont 1. sz. Belgyodgyaszati Klinika Hematologiai

Tanszéke dolgozoinak (Dr. Alizadeh Hussain, Dr. Nagy Agnes, Dr. Szomor Arpad,

Dr. Toth Orsolya és Dr. Csalodi Renata kollégdimnak) a csontveléi mintdk
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Osszegyljtésében nyujtott segitségét, valamint a kutatdmunka miatti tdvollétemben a

betegellatas feladatainak atvallalasara forditott idejiiket és energidjukat.
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kornyezetet.

Koszonom!

A disszertacio alapjat képezo tanulmanyok elvégzését a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési
és Innovacios Hivatal — NKFIH, K_16-119950, NVKP_16-1-2016- 0004 és KH 17-
126718 szamu palyazatai, a Magyar Tudomanyos Akadémia Lendiilet Programjanak
LP95021. szamui palydzata és Bolyai Janos Kutatdsi Osztondij programja, a Széchenyi
2020 program EFOP 3.6.1-16.2016.00004 projektje, valamint az Emberi Eréforrasok
Minisztériuma UNKP-17-4-111-SE és UNKP-18-4-SE-62 kodszdamii Uj Nemzeti Kiva-
losagi Programja tamogatta. Az MLPA és digitalis MLPA vizsgalatokhoz a

szondakeveréket az MRC-Holland bocsatotta a szerzok rendelkezésere.
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