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A malignus hematolégiai betegségek kialakuldsit, progresszidjit, illetve terdpidval szemben mutatott rezisztencidjat
kisér§ genetikai eltéréseket ma mar egyre alaposabban ismerjiik. A klinikailag relevians abnormalitdsoknak a minden-
napi diagnosztika keretein beliil valé célzott kimutatasa gyors, megbizhat6 és koltséghatékony modszereket igényel.
A multiplex ligatiofiiggd szondaamplifikicio a genomikus kopiaszam-eltérések vizsgalatinak hatékony eszkoze, mely-
lyel 55-60 l6kusz egyidejtileg analizilhaté. Az eljirds lehet8séget nytjt prognosztikai és prediktiv markerek dtfogd
felderitésére, igy alkalmazdsa hatékonyan kombindlhat6 a kariotipizdlissal és fluoreszcencia iz sitn hibridizicidval,
melyek jelenleg a legelterjedtebb diagnosztikus technikik citogenetikai aberraciék kimutatdsara. Ezenkiviil a médszer
képes a metilaciés statusz célzott meghatdrozasara és specifikus mutdcidk detektalasara is, 24 6ran beliil eredményt
szolgdltatva. Az alabbiakban bemutatjuk a multiplex ligatiofliggd szondaamplifikacié technikai hatterét, osszefoglal-
juk elényeit és korlatait, valamint megbeszéljiik az onkohematoldgiai kutatdsban és diagnosztikiban betoltott szere-
pét. Végezetiil, az Gj genericids szekvenalashoz kapcsolddéd, kozelmaltbeli technoldgiai Gjitisok fényében tirgyaljuk
a médszerben rejlé jovobeli lehetSségeket.
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Multiplex ligation-dependent probe amplification in oncohematological
diagnostics and research

Genetic abnormalities associated with the development, progression and treatment resistance of hematological ma-
lignancies are extensively characterized. Rapid, reliable and cost-efficient techniques are needed to screen the clini-
cally relevant aberrations in routine diagnostics. Multiplex ligation-dependent probe amplification is an efficient tool
to analyze genomic copy number aberrations at 55-60 different genomic loci. The method allows the profiling of
prognostic and predictive markers; thus, it can efficiently be combined with karyotyping and fluorescence % situ
hybridization, the most commonly used diagnostic techniques to detect cytogenetic lesions. Furthermore, the meth-
od can interrogate methylation status and unravel point mutations at specific sites, providing results in 24 hours.
Here, we describe the technical background of multiplex ligation-dependent probe amplification, summarize its ad-
vantages and limitations as well as discuss its role in oncohematological diagnostics and research. Finally, future
outlook is provided, with emphasis on recent technological advances related to next-generation sequencing.
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Roviditések

ALL = akut lymphoblastos leukaemia; CLL = krénikus lym-
phocytds leukaemia; CML = krénikus myeloid leukaemia;
FISH = fluoreszcencia i# situ hibridizacié; iAMP21 = a 21-es
kromoszéma intrakromoszomalis amplifikiciéja; MCL = ko-
penysejtes lymphoma; MLPA = (multiplex ligation-dependent
probe amplification) multiplex ligatiofiiggd szondaamplifi-
kacio; MS-MLPA = metildcidszenzitiv MLPA; NGS = (next-
generation sequencing) Uj-generacios szekvendlas; PCR = poli-
meraz-lancreakcié

A genetikai eltérések jelentosége
onkohematoldgiai kérképekben

Az onkohematolégiai kérképek vizsgilata szamos alka-
lommal jart élen a malignus betegségek hatterében meg-
htiz6d6 genetikai folyamatok felderitésében [1]. Ennek
oka egyrészt a mintak viszonylag konnyt hozzaférhetd-
ségében, masrészt a szolid tumorokhoz viszonyitva tipi-
kusan alacsonyabb szamut genetikai elviltozas jelenlé-
tében valoszintsithetS [2]. A kronikus myeloid leukaemia
(CML) volt példaul az els6 olyan rosszindulatti beteg-
ség, melyhez asszocidltan specifikus kromoszomaeltérést
azonositottak [3]. A BCR-ABLI génfazié kimutatasa,
melynek kialakulasat legtobbszor a Philadelphia-kromo-
széma megjelenése kiséri, a betegség diagnodzisanak ké-
sGbb alapfeltételévé vilt, és a fizids géntermék tovabbi
vizsgalata a valédi forradalmat hozé tirozinkindz-gatlé
kezelések kulcsit jelentette [4]. A rohamosan fejlédé
molekuldris genetikai technikakkal végzett atfogd tanul-
ményoknak koszonhetSen egyre tobb hematoldgiai da-
ganat genetikai hatterét sikeriil részletesen feltérképezni,
valamint ennek kapcsdn olyan markerecket azonositani,
melyek adott esetben segitik a diagnézis feldllitdsit, a be-
tegség szubklasszifikicidjat, a prognodzis meghatiroza-
sit, a leghatékonyabb terdpia kivalasztasit, a residualis
tumortdmeg nyomon kovetését, s6t akar célpontokként
szolgalhatnak célzott kezelések kifejlesztéséhez, alkalma-
zasdhoz [5-7]. Ennek kovetkeztében a legfontosabb
markerek molekuldris tesztekkel valé sziirése mara szer-
ves részévé valt az onkohematoldgiai megbetegedések
mindennapi diagnosztikajinak és monitorozasanak.

Az elmult mastél évtizedben végzett expresszios vagy
genomikus ,array-” alapt, valamint 4j-generacios szek-
venalasi (,,next-generation sequencing” — NGS) vizsga-
latokkal teljes exom- és genomszinten sikeriilt szamos, a
klinikai dontéshozatal szempontjabdl relevins genetikai
eltérést azonositani, beleértve kiegyensulyozott, azaz
DNS-képiaszam-véltozassal nem jard, valamint kiegyen-
stlyozatlan, bizonyos genomikus régiok vesztésével (de-
letio), nyerésével vagy sokszorozddasaval (amplifikicid)
jaré aberracidkat. Az Gjonnan szerzett ismereteknek a
diagnosztikai munkafolyamatba valé beillesztéséhez
szlikség van gyors, megbizhato és koltséghatékony mod-
szerekre, melyekkel az adott entitasra jellemzd aberraci-
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Ok a lehetd legatfogdbban és legkevesebb humanerétor-
ras-raforditassal kimutathatok.

A multiplex ligatiofiiggs szondaamplifikacié (MLPA)
egy olyan technika, mellyel koriilbeliil 50 genomikus 16-
kusz képiaszdm-eltérései és/vagy muticiéi detektalha-
ték egyidejlileg. A mddszer 24 6ran belil eredményt
szolgaltat, és a protokoll minimalis mddositasaval speci-
fikus l6kuszok DNS-metilaciés mintazatai is vizsgalha-
ték. Az MLPA szidmos konstitucionalis genetikai rendel-
lenesség diagnosztikdjiban hasznalhat6, és nemzetkozi
tanulmanyok alapjan a daganatos betegségek teriiletén is
hatékonynak bizonyult [8-10]. Széles korti alkalmazasa
a hazai hematolégiai diagnosztikiban még nem valésult
meg, ezért az alabbiakban bemutatjuk az MLPA techni-
kai hatterét, targyaljuk el8nyeit és korldtait, valamint at-
tekintjiitk az onkohematolégiai kutatasban betoltott sze-
repét és a moddszerben rejlé potencidlis diagnosztikai
lehetSségeket.

Az MLPA technikai hattere

Az MLPA multiplex polimeriz-lancreakcién (PCR) ala-
pulé félkvantitativ modszer, melynek sordin nem magat a
minta-DNS-t, hanem az annak specifikus, vizsgilando
szakaszaihoz hibridizalt szondikat sokszorozunk fel. A
keletkezett PCR-termékek hossz alapjan torténs szétva-
lasztasat és mennyiségi meghatarozasat fluoreszcens ka-
pillaris elektroforézissel végezziik. Kiegyensualyozatlan
eltérések vizsgalatakor az adott genomikus szakasz be-
tegmintiban [év6 képiaszdmara a keletkezett, 16kuszspe-
cifikus PCR-termékek normalkontrollokhoz viszonyitott
relativ mennyiségébdl kovetkeztetiink [11]. Deletio ese-
tén az adott genomikus poziciéban a normal-referencia-
mintihoz képest kevesebb PCR-termék keletkezik, nye-
rés-sokszorozodds esetén az elvartnal tobb. Az MLPA
folyamatat az 1. abra szemlélteti.

A moédszer magas specificitisit az biztositja, hogy
minden egyes vizsgilandé genomikus lokuszhoz két
vagy hirom, kézvetleniil egymdas mellé hibridizal6 szon-
daoligonukleotidot kapcsolunk, melyek kizardlag tokéle-
tes illeszkedés esetén egyesithet6k és amplifikilhatok.
Ligalassal val6 osszekapcsolds hidnyiban amplifikicids
termék nem keletkezik. A szondaoligonukleotid pirok-
tripletek egyesitését végzs ligdz-65 enzim érzékeny a
minta nukleotidszekvencidjinak eltérései miatt a ligatios
helyen bekovetkez6 tokéletlen hibridizaciéra, ami igy le-
hetGséget nyujt specifikus muticiok kimutatdsira, a
szonddk csatlakozdsi helyének mutdciés ,,hotspot”-ra
val6 tervezése altal. A mutacidspecifikus MLPA-szon-
ddkkal korabban megfelelGen felderitett, specifikus nuk-
leotidcseréket lehet kimutatni (példaul T>A szubsztita-
cid), igy igazan hatékonyan akkor alkalmazhatdk, ha a
vizsgalt entitasban gyakran jelenik meg olyan visszatérd
muticio, mely diagnosztikus vagy terapids jelentSséggel
bir.

A metildciészenzitiv MLPA (MS-MLPA) a klasszikus
MLPA egy olyan valtozata, mellyel a képiaszam-eltéré-
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1. dbra A multiplex ligatiofiiggs szondaamplifikicié modszertani 1épé-
sei. A minta-DNS, valamint a szondaoligonukleotidok denatu-
riciéjat az utébbiak specifikus célszekvencidkhoz valé hibridiza-
cidja koveti. A tokéletesen illeszkedd, szomszédos szondaoligo-
nukleotidok ligaldssal valé ©sszekapcesoldsa utin az adott
reakciotérben 1évé Gsszes komplett szonda ugyanazon fluoresz-
censen jelolt primer parral keriil felsokszorozasra. A képzSdott
PCR-termékek eltéré hosszuk alapjan, fluoreszcens kapillaris
clektroforézissel azonosithatdk, az egyes lékuszokhoz tartozéd
termékek mennyiségébdl pedig az adott genomikus pozicié re-
lativ k6piaszama meghatdrozhaté. Normal-referenciamintikhoz
képest a termék alacsonyabb mennyisége deletiéra, mig tobblete
nyerésre /sokszorozddasra utal
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sek és mutaciék mellett bizonyos 16kuszok DNS-metila-
Cids statusza is kimutathaté [12]. Az eljaras soran a ligd-
last megel6zGen ketté kell valasztani a mintat tartalmazé
reakcidelegyet, majd a ligalast Hhal endonukleaz jelen-
létében, valamint a nélkdl is el kell végezni. Ha a Hhal
enzim altal felismert szekvencia (GCGC) nem metildlt a
minta-DNS-ben, az endonukledz elhasitja a mintaszon-
dahibridet, megakadilyozva a szonda kés6ébbi amplifika-
ci6jat, mig metilalt minta-DNS esetén a szonda intakt
marad. Ertékeléskor a Hhal éltal kezelt és nem kezelt
mintak eredményei keriilnek 6sszehasonlitisra, melybdl
a metilacids statusz meghatarozhaté [10, 13].

Az MLPA-vizsgalat atlagolt informdciét nyajt arrél a
sejtpopuldciordl, amelybdsl a DNS-izoldlds tortént. Eb-
bdl kovetkezGen a minta megfeleléen magas tumorse;jt-
aranya, valamint annak pontos ismerete elengedhetetlen
a korrekt analizishez, illetve az eredmény helyes értelme-
zéséhez. Klondlis monoallélikus deletio detektilisihoz
legaldbb 20-30%, biallélikus vesztés felismeréséhez 10—
20% tumorsejt jelenléte sziikséges. Az egyik allélt érintd
mutdciék mar 5-10%-os reprezentiltsig esetén is kimu-
tathaték, mig metildlt genomikus pozicidk azonositisa-
hoz a metildlt DNS minimum 30%-os jelenléte sziiksé-
ges. A relativ kopiaszam 50%-os csokkenése 50%-os
tisztasagnal biallélikus vesztésre utal, mig 100%-os tiszta-
sdgth mintdnal klondilis monoallélikus deletio valészinG-
sithetd, azonban szubklondlis biallélikus vesztés sem zar-
hat6 ki. Hematologiai betegségek esetén gyakran all
rendelkezésre aramlasi citometriai mérés, melybdl a min-
tatisztasig megbecsiilhets, a mono- és biallélikus veszté-
sek, illetve nyerések esetén varhaté szignalértékek kisza-
molhatok. Ha csak szoveti metszet all rendelkezésre,
digitilis képanalizissel kombindlt morfolégiai-immun-
hisztokémiai térképezés segitheti a pontos tumorsejt-
ariny meghatirozasat.

Az MLPA el6nyei és korlatai

Az MLPA el8nyei az alibbiakban foglalhaték Gssze: (z)
DNS-alaptt médszer, mely ezaltal alkalmas hosszu ideig
archivalt anyagok vizsgalatira is; (72) nem igényel intakt
sejteket/sejtmagokat kiinduldsi mintaként; (727) 20-150
ng DNS clegend§ a reakcid elvégzéséhez; (7v) mivel a
szondak célponthoz hibridizdlé szakasza meglehetGsen
rovid (55-80 bp kozotti), a mddszerrel egyedi exonok is
vizsgalhatdk, tovibba (v) a reakcié fragmentilt DNS-
mintin is elvégezhetd, lehet§vé téve formalinfixilt, pa-
raffinba dgyazott anyagok vizsgilatit, mely a patologiai
diagnosztikiban kiemelt jelentGségti [14]; (vz) a mod-
szer 24 6ran beliil eredményt szolgaltat, akar 96 lyuka
plate-ekben is kivitelezhetd, és viszonylag konnyd auto-
matizédlni; (véz) koltséghatékony, amit az is segit, hogy
egy PCR-késziiléken, illetve kapillariselektroforézis-ké-
szliléken kiviil nem igényel specidlis miszerezettséget;
(viii) az eredmények értékelése ingyenesen elérhetd
szoftverrel elvégezhetd, mely segiti a dokumentaciot is;
(ix) kopiaszdm-eltérések, metildltsigi statuszok, vala-
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mint muticidk egyidejiileg vizsgilhatok vele; végiil, (x)
az elérhetd szondamixek Osszetétele rugalmasan valtoz-
tathatd, amennyiben 4j, klinikailag relevins aberraciok
keriilnek azonositasra.

A fentebb emlitett el6nyok mellett az MLPA onko-
hematolégiai diagnosztikiban és kutatisban val6 alkal-
mazasakor korlatokkal is kell szimolni, agymint (z) a
modszerrel nem lehet kopiaszim-eltéréssel nem jard
citogenetikai aberraciékat kimutatni, mint példaul ki-
egyensulyozott transzlokacidkat és inverzidkat, ezenki-
viil komplex eltérések (példaul chromothrypsis) vizsgala-
ta is tal nagy kihivast jelenthet; (77) a technika relativ
képiaszam-eltéréseket mutat ki, igy poliploidia vagy hap-
loidia félrevezetheti az eredmények értelmezését; (4i7) a
klondlis, egyetlen kopiaeltérést okozé aberracidknak a
szubklonalis, tObbszoros kopiaszdm-eltéréshez vezetd
laesioktdl valo elkiilonitése nehézségekbe titkdzhet; (iv)
az MLPA érzékeny az alacsony tumorsejtaranyra, illetve
a 20 ng-nal alacsonyabb kiinduldsi minta hasznélatara;
(v) egyedi sejtek nem vizsgilhaték, ami azonban hasznos
lehetne a szaimos betegségben bizonyitottan jelen 1évé,
komplex szubklonilis szerkezet felderitéséhez; (vi) egyes
szonddknal mutatkozd, relativ kdpiaszam-eltérésre utald
szignalok hitterében muticié okozta alpozitivitas is all-
hat; (vii) az MLPA-val nem lehet kopiaszadm-eltéréseket
teljes genomszinten felderiteni, alkalmazisa korlitozé-
dik a szondak 4ltal lefedett, koriilbelil 50 genomikus
l6kuszra; (viiZ) ismeretlen muticiok kimutatdsa nem le-
hetséges, valamint a szonddk dltal lefedett pozicidkban is
csak specifikus nukleotideserék detektalhatdk; (ix) kozeli
genomikus poziciokban megjelené mutaciék kimutatasa
technikailag megoldhatatlan /alacsony hatékonysigu le-
het a szondaoligonukleotidok egymassal valé sziikség-
szer( hibridizacids versengése miatt; (x) metilacié kimu-
tatdsa csak olyan lokuszok esetében lehetséges, melyek a
Hhal restrikciés enzim felismerési helyeinél jelentkez-
nek.

Az MLPA alkalmazasa leukaemiak
¢s lymphomak vizsgalatahoz

A nemzetkozi irodalomban szamos kozlemény szamol
be az MLPA onkohematoldgiai korképekben val6 alkal-
mazasardl, bizonyitva a technika alkalmassigit malignus
vérképzd rendszeri betegségek genetikai vizsgalatara. Az
alabbiakban néhiny példan keresztiil bemutatjuk a méd-
szerben rejlé, mdig publikalt lehet&ségeket.

Az egyik legkorabbi, 2006-ban megjelent onkohema-
tolégiai MLPA-kozlemény Buifs és mtsai nevéhez tiz6-
dik, akik a leggyakoribb feln&ttkori leukaemiatipusban,
krénikus lymphocytds leukaemiiban (CLL) szenved$ 54
beteg mintijat vizsgilva azonositottak ismert visszatér$
képiaszam-eltéréseket, valamint tovabbi, fluoreszcencia
in sitn hibridizaciéval (FISH) nem detektilt deletidkat,
illetve szdmbeli kromoszémaeltéréseket [15]. Ezt kove-
téen szamos munkacsoport alkalmazta a moddszert
ugyancsak a CLL vizsgalatihoz, leginkdabb a prognoszti-
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kai jelent&séggel birdé TP53-, ATM- és 13q-deletidk, va-
lamint a 12-es triszOmia kimutatisara [16-19]. Az
MLPA koltséghatékonysigat, magas ateresztGképességét
és mérsékelt munkaerS-raforditdsi igényét tobb esetben
is megerdsitették [16, 20]. Az Osszehasonlité modszer-
tani vizsgilatok nagymértékd egyezést fedtek fel az
MLPA, valamint a FISH- és , microarray-” alapu techni-
kakkal nyert eredmények kozott. A néhdny, 6sszhangban
nem 4ll6 adat hitterében a malignus klon alacsony repre-
zentaltsga, illetve a kiilonféle mddszerek altal nyajtott
eltéré genomikus feloldds és lefedettség allt [16, 17, 20,
21]. Emellett egy Véronese és mtsai dltal kozolt tanul-
miény felhivta a figyelmet a pontmutacidk altal okozott
dlpozitiv, litszélag koépiaszaimvesztésre utalé MLPA-
eredményekre, ezdltal a validalas fontossagara. Megjegy-
zendd azonban, hogy esetiikben a probléma a TP53-gén
vizsgalata kapcsain mutatkozott, melynek deletidja és
gyakran patogén muticidja egyarint prognosztikailag
kedvezdtlen eltérésnek tekinthet§ CLL-ben [21, 22]. A
TP53-, illetve az ATM-gén stituszanak felmérése az el-
mult években kiilonosen relevanssd valt CLL-es betegek-
ben, mivel ezeknek a géneknek a hibdi szorosan 6ssze-
fiiggenek a kemorezisztencidval, aberricidik kimutatisa
esetén pedig célzott terdpia is elérhetd [23, 24]. A TP53-
és az ATM-, valamint a veliik funkcionalis kapcsolatban
1év6, DNS-karosodasra adott vilaszban szerepet jitszd
gének RNS-alapa vizsgilatihoz Eldering és munkacso-
portja reverz transzkripciét kovetSen hasznalt MLPA-t
[25, 26]. A mbdszer ezen alternativ alkalmazasival el
tudtak kiiloniteni funkciondlis p53-defektust hordozo
betegeket ATM-defektussal birdktdl, valamint tovabbi,
az el6z6 kettGre nézve normalis, de DNS-karosodasra
adott vilasz szempontjiboél mas okbdl funkcionalis szin-
ten abnormalitdst mutatd betegeket is azonositani tud-
tak.

Az MLPA-hoz kéthet§ legintenzivebb publikacids ak-
tivitas az akut lymphoblastos leukaemia (ALL) vizsgalata
kapcsdn tapasztalhaté. El6szor 2010-ben, Schwab és
mitsai alkalmaztik a médszert prekurzor B-sejtes ALL-
ben szenvedd betegek mintdin, melynek soran a beteg-
ségben visszatér6en megjelend, a B-sejt-fejlédésben,
lymphoid differencialédasban, sejtciklus-szabilyozasban
szerepet jatszO, prognosztikai és teripids relevancidval
biré gének kopiaszam-eltéréseit vizsgiltdk [27]. MLPA-
val tobbek kozott azonositottak FISH-sel nem detektal-
hato, kis kiterjedésti deletidkat is, melyeket kvantitativ
PCR-rel sikeresen validdltak. A médszer hatékonysagat
demonstralé tanulminyukban felhivtdk a figyelmet
ugyanakkor arra is, hogy haploid, illetve tetraploid ese-
tekben az MLPA-profil nem feltétleniil mutat abnorma-
lis mintdzatot, amennyiben a mintiban relativ képia-
szdm-eltérés nem mutatkozik. Az MLPA hozzaadott
értékét ugyanakkor egyértelmden jelzi, hogy ezt kove-
téen tobb szdz, esetenként ezer feletti beteget is feloleld
klinikai vizsgalatok keretében alkalmaztak sikerrel a tech-
nikdt. A tanulmdnyok nagy részében az IKZFI-, PAX5-,
ETV6-, RB1-, BIGI-, EBFl-, CDKN2A/B, RUNXI-,
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ERG- és a PARI1-régi6é génjeinek eltéréseit vizsgiltak
prekurzor B-sejtes ALL-ben. Ezek koziil is kiemelkedik
az IKZF1I (Ikaros)-gén deletidjanak, illetve a 21-es kro-
moszéma intrakromoszomalis amplifikicidja (IAMP21)
kovetkeztében felsokszoroz6ddé RUNXI- és ERG-gén
eltéréseinek intenziv vizsgilata. Az IKZFI-deletio fiig-
getlen prognosztikai marker, kedvezdtlen betegséglefo-
lyassal tarsul, gyakran fordul el6 a BCR-ABLI-pozitiv,
illetve a génfiziét nem hordozé, de hasonld génexpresz-
szi6s mintizatot mutaté BCR-ABLI-szer( szubtipusok-
ban [28, 29]. Az iAMP21 a gyermekkori B-ALL-esetek
2%-aban megjelens aberracid, mely eltérést hordozo be-
tegek a standard kezelésre rosszul reagalnak, a terdpia
intenzitdsinak emelésével azonban kedvez&bb vilasz ér-
heté el [30].

Az MLPA nem sejtalapi moédszer, ezaltal az ALL né-
hany szubtipusara kifejezetten jellemz6 komplex szub-
klondlis szerkezet feltérképezésére nem téinik optimdlis
eszkoznek. Ugyanakkor diagnézis és relapsus idején vett
mintidkat 6sszehasonlitva, a deletio altal érintett 16kuszok
kiterjedésének tobb szondaval valé vizsgilata lehet6vé
teheti a két eltér6 id6pontban domindlé malignus sejt-
populacié klondlis viszonyanak felderitését, ezaltal a
szubklonilis evoliacids folyamatokba valé informativ be-
tekintést. Alpar és misai az IKZF1-, mig Waanders és
misai a BTGI-gént érinté abnormalitisokat vizsgilva
mutattak ki olyan deletiés mintazatokat, melyek a relap-
suskor megjelend szubklénnak a diagnosztikus mintaban
dominans populdciétél valé fiiggetlen fejlédésére utaltak
[31, 32].

Kopiaszam-eltérések mellett  Brawn és mtsai a
CDKN2A-ésa CDKNZ2B-gén promoter régidiban elhe-
lyezked6 CpG-pozicidk metilaltsagi statuszat is vizsgal-
tak MS-MLPA-val, gyermekkori prekurzor B-sejtes
ALL-ben szenvedd betegekben [33]. Az eljaras lehetGvé
tette a CDKN2A/B gének inaktivaciéjihoz vezetd gene-
tikai és epigenetikai valtozasok egyidejd felderitését.
Eredményeik alapjan a CDKN2A-gén biallélikus deleti-
6ja kedvezdtlen terapids valasszal és megnovekedett re-
lapsuskockazattal tarsul, ugyanakkor tanulmanyukban az
eltérd inaktiviaciés modok (deletio és metilicio) egytittes
megjelenése nem volt jelentGs hatassal a betegek
progndzisara.

Robde és mtsai prognosztikailag relevins, heterozigo-
tasig vesztéséhez vezet§ 6q-kromoszéma-kar-deletiot
vizsgiltak MLPA-val prekurzor T-sejtes ALL-ben, illetve
lymphoblastos lymphomaban szenved6 betegekben.
Konvencionalis mikroszatellita vizsgilattal 6sszehason-
litva, az MLPA megfelel§ mintamennyiség és -mindség
mellett koltséghatékonyabbnak, valamint kevésbé id6-
igényesnek bizonyult, tovabba csiravonalkontroll nélkiil
szolgaltatott informativ eredményt [34]. Richter-
Pechanska és mtsai prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedd
betegek diagnézis és relapsus idején vett mintait vizsgal-
tak, és a célzott NGS-sel detektalt kopiaszam-eltéréseket
182 beteg esetében validaltik MLPA-val, 99%-o0s egye-
zést taldlva a két modszer kozott olyan eltérések alapjan,

melyek kimutatasara elvileg mindkét technika alkalmas
volt [35]. Kunz és mtsai ugyanebben az entitisban vizs-
galtak a relapsushoz vezet$ klonalis evolicié hatterét.
A CDKN2A/B, LEFI-, PTEN-, PTPN2-, SUZI2- és
CASP8AP2-gének deletidinak, valamint a MYB-gén
amplifikiciéjanak megjelenése alapjan azonositottak
mindkét idépontban megjelend aberracidkat, valamint
olyanokat is, melyek csak diagnézis vagy relapsus idején
mutatkoztak az egyes betegekben [36].

A szubkromoszomilis képiaszam-eltérésekre foku-
sz4l6 tanulmanyok mellett aneuploididk /aneuszémiak
MULPA-val val6 kimutatasinak lehet&ségét is demonstral-
tak akut leukaemids esetekben, centromerkozeli vagy
szubtelomerikus ~ kromoszémarégiokhoz  hibridizalo
MLPA-szondakat hasznalva [37, 38]. DNS-index-meg-
hatarozassal egyiitt alkalmazva, az MLPA hatékony ki-
egészité modszernek bizonyult, killondsen pszeudodip-
loid esetekben, valamint amikor néhany, f6leg kisméretd
kromoszéma nyerése vagy vesztése allt az aneuploiditas
hatterében. Ezek a Reyes-Nusiez és misai dltal kozolt
eredmények 6sszhangban allnak korabbi hazai tanulma-
nyokkal, melyek szintén felhivtik a figyelmet az aneuplo-
idia hétterében dll6 specifikus aneuszémidk felderitésé-
nek fontossigdra [ 39, 40].

Erett B-sejtes lymphomakat tekintve, Delfau-Larue és
misai kopenysejtes lymphomdban (MCL) vizsgaltak
13q14-, 9p21-, 11q23-, 17pl3- és 12ql4-deletidkat,
valamint MY C-gén-amplifikiciét MLPA-val annak érde-
kében, hogy az aberriciék prognosztikus jelentéségét
felfedjék immunkemoterdpia, magas dozisa citarabinke-
zelés, illetve autolog Ossejt-transzplanticié alkalmazasa
mellett, klinikai tanulmany keretében. Eredményeik
alapjan a CDKN2A- és a TP53-gén deletiéi 6nallo, Ki-
67-indextd] fiiggetlen, kedvezdStlen prognoézisssal tarsuld
markereknek tekinthetSk [41].

Plazmasejtes myelomaban Alpdr és mtsai vizsgaltak
el6szor MLPA-val prognosztikai jelentGséggel bird ki-
egyenstlyozatlan aberricidkat [42]. A modszer a bete-
gek 65%-dban azonositott olyan eltéréseket, melyeket a
standard FISH-tesztek nem mutattak ki. Az MLPA
azonban nem képes kiegyensulyozott genetikai abnor-
malitdsokat detektalni, ezért FISH-sel egytitt val6 alkal-
mazdisa ebben az esetben kifejezetten indokolt, hiszen a
myeloma biologiai osztilyozasiban az IGH-gén transz-
lokacioinak kiemelt szerepiik van. Az MLPA hatékonysa-
gat myeloma vizsgalatiban kés6bb mds munkacsoportok
is megerdsitették [43].

Havranek és mtsai tobb mint 500, non-Hodgkin-
lymphomidban szenvedd beteg mintdjaban vizsgéltak csi-
ravonal-eredetG CHEK2-gén-deletiot MLPA-val. A dif-
fiz nagy B-sejtes lymphomit, follicularis lymphomat,
MCL-t, kis lymphocytas lymphomdt és mucosaasszocialt
lymphoid szévet tumorjat is reprezentalé betegcsoport-
ban kétféle kereteltoloddsos muticidét okozd és korai
transzldcids terminacidhoz vezets aberricidt azonositot-
tak [44].
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Blastos krizisen 4tes§, CML-ben szenved$ betegek
mintdit MLPA-val vizsgilva Alpdr és misai a betegség
krénikus fazisaban nem mutattak ki kdpiaszam-eltérést,
mig egy kivétellel az 6sszes blastos krizis idején nyert
mintiban azonositottak aberracidkat [31]. Ezzel Ossz-
hangban, van der Sligte és mtsai gyermekkori CML-es
betegeket vizsgilva nem mutattak ki kopiaszam-eltérése-
ket 77 krénikus fazist betegben, mig egy kivétellel min-
den olyan betegben talaltak eltérést, akiket akceleralt fi-
zisban vagy lymphoblastos krizisben diagnosztizaltak,
esetleg krénikus fazisbol progredialtak [45].

Donahbue és mtsai myelodisplasids szindrémadban, illet-
ve akut myeloid leukaemiaban szenveds betegek vizsga-
latdhoz tesztelték az MLPA hasznilhatdsigit egy —5/
del5q-, -7 /del7q-, +8-, dell7p-, del20q- és 21q-abnor-
malitasokat egyidejlleg kimutatni képes szondakeverék-
kel, 89-93%-o0s konkordanciat elérve a modszer eredmé-
nyeinek FISH-adatokkal valé Osszevetése sorin. A
szerz6k a FISH-analizishez képest jelentésen csokkent
mintapreparalasi és -analizdlasi idSigényrdl, valamint a
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koltségek legalibb hétszeres csokkenésérdl szamoltak be
[46].

Végiil, egy hematoldgiai betegségek atfogo vizsgalati-
hoz Kkifejlesztett, 19 kromoszémakart lefed6 MLPA-
szonda-keverékkel Konialis és mtsai tobb mint 300, di-
agnosztikai vizsgdlatra kiilldott csontvelSmintat analizal-
tak, az eredményeket kariotipizalasi és FISH-adatokkal
osszehasonlitva [47]. A mind lymphoid, mind myeloid
malignitisokat magiban foglalé betegpopulicié 8%-
aban azonositottak olyan klinikailag relevins aberracié-
kat, melyeket a hagyomanyosabb citogenetikai médsze-
rek nem fedtek fel. Az MLPA olyan esetekben is segitsé-
get nyudjtott, amikor a metafizisok hidnya miatt a kario-
tipizalas nem volt kivitelezhetd.

Osszességében, a teljesség igénye nélkiil fent bemuta-
tott példak egyértelmiien jelzik, hogy az MLPA sokolda-
ltan hasznosithat6 technika onkohematolégiai betegsé-
gek vizsgalatihoz, beleértve a diagnosztikai munkafolya-
matban valé alkalmazast is. A genetikai eltérések kiilon-
téle hematoldgiai betegségekben valé kimutatisit a 2.
dbra szemlélteti.
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2. dbra DNS-képiaszim-eltérések és mutdcié kimutatdsa multiplex ligatiofiiggs szondaamplifikiciéval. A) Monoallélikus 6q- és 17p-deletiok CLL-ben szen-

vedd beteg periférids vérmintdjaban (SALSA P037 szondakeverék). B) NOTCHI p.2514*fs kereteltoléddsos mutici6 kimutatdsa CLL-ben szenvedd
beteg periférids vérmintdjiban (SALSA P038 szondakeverék). A megfelelS szonda ligdldsa és amplifikicidja csak a CLL-es betegek 5%-dban mutatko-
26 és kedvez6tlen progndzissal tirsulé muticié jelenlétében megy végbe. C) Monoallélikus IKZFI-deletio, illetve biallélikus 9p-deletio gyermekkori
prekurzor B-sejtes ALL-ben szenvedd beteg diagnosztikus csontvelémintdjaban (SALSA P202 szondakeverék). D) MYB-gén-nyerés, valamint mono-
és biallélikus 9p-deletio gyermekkori prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedd beteg diagnosztikus csontvel§mintdjiban (SALSA P383 szondakeverék).
A bemutatott MLPA-vizsgilatok a Semmelweis Egyetem I. Sz. Patologiai és Kisérleti Rikkutatéd Intézetének Molekuldris Onkohematolégiai Labora-

tériumdban késziiltek
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Az MLPA lehetséges helye a patologiai
diagnosztikaban

A hazai diagnosztikiban jelenleg a kariotipizilds és a
FISH a legelterjedtebb modszerek hematologiai beteg-
ségek citogenetikai vizsgilatihoz, mig pontmutaciok,
valamint kisméret(i inszerciok, deletiok és inverzidk ki-
mutatasdhoz a Sanger-szekvendlas hasznalatos a legin-
kabb.

Kariotipizéldssal a teljes kromoszémakészlet vizsgilha-
t6, lokusztol és preparalasi protokolltdl fiiggéen 3-10
megabazisteloldassal. A médszer idSigényes, és magasan
képzett technikusokat kivan, teljes automatizicidja a
kromoszémak morfoldgiai variabilitisa miatt nem valé-
sithaté meg. Az eljards lehet6vé tesz egysejt-alaptl vizs-
galatot, az alkalmanként 20, legfeljebb 30 osztddas ana-
lizise azonban szubklondlis aberriciék kimutatdsat
erésen korldtozza. Kiinduldsi mintaként a technika osz-
todo sejteket kivan, az alkalmazott i vitro tenyésztés
pedig klonalis szelekciot idézhet el6, aminek kovetkezté-
ben a vizsgalt osztédasokban a malignus klén alulrepre-
zentaltta valhat. Tovabbi nehézség, hogy néhiny entitas-
nal, példaul az ALL egyes szubtipusaiban az abnormdlis
osztoddsok mindsége, kromoszémaik felismerhetsége
lényegesen rosszabb a mintiban megjelené normalosz-
téddasokéhoz képest, ami a vizsgilatot elfogulttd teheti.

A FISH nem igényel él6 sejtet, a reakcié barmely pa-
tologiai mintatipuson elvégezhetd, és a kariotipizaldssal
ellentétben legkésébb 24 6ran beliil eredményt szolgal-
tat. A vizsgilat a leggyakrabban 200 interfizisban 1év§
sejt analizisét foglalja magaban, mely a kromoszémapre-
paraitumok értékeléséhez képest nagyobb statisztikai
megbizhatésigot nyajt [48]. Emellett a mddszer felol-
désa is magasabb, a diagnosztikiban hasznalatos szon-
ddkkal tipikusan 1-2 megabazis és 100 kilobazis kozotti
tartomany érhetd el, mig az ennél kisebb kiterjedés
(40-50 kilobdzis) eltérések vizsgalatahoz kutatasi céllal
létrehozott szonddk hasznalatosak [49]. A FISH célzott
vizsgalatot tesz lehet6vé, tipikusan két—harom, ritkibban
négy lokusz egyidejd analizisével, mely a fluoreszcens je-
6l6anyagok részben dtfed§ gerjesztési és emisszids
spektrumainak, valamint a detektilhat6 fény korlatozott
terjedelm( hullimhossztartomanyanak koszonhetd. Bar
a FISH a kariotipizilishoz képest kiterjedtebb mérték-
ben automatizalhat6, mikromorfolégiai modszerrdl 1é-
vén szé, a jelek mintdzatidnak helyes értelmezése és az
eredmények preciz értékelése szintén igényel elGképzett-
séget, valamint bizonyos mértékd manualis interakciot.

Muticidk és kismérett strukturalis aberraciék kimuta-
tasdhoz a Sanger-szekvenalds a legelterjedtebb technika,
mely bazisparfeloldassal képes a mintaban legalabb 20%-
ban reprezentilt genetikai eltéréseket vizsgalni. A mod-
szer a nukleinsavmintardl atlagolt, nem egysejt-szinti
informdciét nyujt, koriilbelil 500 nukleotid terjedelem-
ben. Egymastdl tivolabb elhelyezkedS genomikus régi-
Ok vizsgalatahoz tobb reakci6 elvégzése sziikséges, és

nagy kiterjedésti kopiaszdm-eltérések kimutatdsa az elja-
réssal nem lehetséges.

Mindezeket figyelembe véve az MLPA hatékony ki-
egészitd technikanak tdinik (7) microdeletiok kimutatasi-
hoz, akir egyediexon-szinten, ami kariotipizilassal és
FISH-analizissel nem érhetd el; (72) klinikailag relevans,
gyakran megjelend mutacidk Sanger-szekvendlasnal ér-
zékenyebb sztiréséhez; (727) olyan esetekben, amikor
tobb, mint két—harom genomikus l6kusz képiaszidm-el-
térésének egytittes, koltséghatékony vizsgalata indokolt,
valamint (7») molekularis patolégiai laboratériumokban,
ahol mikroszképos vagy ,,array-” alapa citogenetikai
vizsgalatokra miszer vagy képzett személyzet hidnyiban
nem nyilik lehetSség. Az MLPA-reakci6, mellyel kopia-
szam-valtozasok, mutaciok, illetve metilaciés mintdzatok
egyidejlleg vizsgalhatok, barmely szovettipuson elvé-
gezhetd, és alkalmazdsit nem akadalyozza a formalinos
fixdlas és paraffinba torténd dgyazis sem, mely patologiai
mintak vizsgilatanal kiemelt fontossaga. A szondakeve-
rék rugalmas modosithatésagabol adédodan tjabb marke-
rek vizsgilata konnyedén megvaldsithatd, aminek az
NGS miatt bekovetkezett genomikus forradalom idején
kiilonosen nagy jelent8sége van. Emellett a modszert
konny( automatizalni, az értékelés menete néhiany ora
alatt elsajatithatd, a reakcidk 96-lyuka plate-eken vald
kivitelezése pedig a legnagyobb hazai laboratériumok
szdmdra is elegendd ateresztSképességet biztosit, keve-
sebb mint 24 6ras atforduldsi idGvel.

Az MLPA j6véje

Az onkohematolégiai betegségek genetikai kutatdsa és
diagnosztikdja tobb mint 50 évvel a Philadelphia-kromo-
széma felfedezése utin, még manapsig is rendkiviil dina-
mikusan fejl6dd teriilet. Ez jelentés mértékben koszon-
het§ az utébbi 10-15 évben bekovetkezett technoldgiai
tejlédésnek, mely az orvosbiol6giai mintik genomikai
tanulmanyozasit mind mélység, mind atfogo- és ateresz-
t6képesség tekintetében magasabb szintre emelte. Az
NGS koraban egyre gyakrabban meriil fel kérdésként a
klasszikus és molekularis citogenetikai technikak 1étjogo-
sultsaga, illetve alkalmazasuk varhato élettartama. Az el-
kovetkezendd években az NGS jelentSs térnyerése vir-
haté, koszonhetSen sokoldalt alkalmazhatésiganak,
egységnyi adatmennyiségre vonatkoztatva fokozatosan
csokkend dranak, valamint az adatok értékelését egyre
konnyebbé tev§ grafikus szoftvereknek.

Jelenleg azonban tgy tlinik, hogy a hazai diagnoszti-
kai munkafolyamatnak még sokdig sziiksége lesz olyan
modszerekre, melyek gyorsasiguk és megbizhatésaguk
mellett koltséghatékonyak is. Valoszintleg részben ez a
szempont vezetett ahhoz is, hogy az ,,array-” alapa vizs-
gilatok — kutatasi célt alkalmazasaik ellenére — végiil
nem valtak rutinszeren hasznalatos eszko6zzé a hazai
onkohematolégiai diagnosztikiban. Emellett ismerete-
ink szerint az egyes hematoldgiai entitisok tobbségére
viszonylag limitilt szamu visszatér$ genetikai eltérés jel-
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3. dbra

DNS-kopiaszim-eltérések kimutatdsa digitdlis multiplex ligatiofiiggs szondaamplifikicival. Prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedd beteg diagnoszti-

kus csontvel6mintdjiban a tobb mint 600 szondit tartalmazé D007 szondakeverék mono- és biallélikus deletiét detektdl a LEFI- és a CDKN2A-
génben, valamint monoallélikus deletiét a PTEN-génben. A bemutatott digitdlis-MLPA-vizsgilat a Semmelweis Egyetem 1. Sz. Patolégiai és Kisérle-
ti Rikkutat6 Intézetének Molekuldris Onkohematolégiai Laboratériumdban késziilt

lemz8, aminek alapjin a célzott vizsgalbmodszerek hasz-
nélata kézenfekvének tlinik. Az MLPA ebben a kornye-
zetben hatékonyan alkalmazhat6 eljiras, a kereskedelmi
forgalomban szimos betegséghez érhet§ el specifikus
szondakeverék, akar igény szerinti modositasokkal is
(www.mlpa.com). Mi tobb, egy kozelmultbeli tanulmany
arra utal, hogy a moédszer kifejlesztéi (MRC-Holland,
Amszterdam) nem versenyezni, sokkal inkdbb éIni kivan-
nak az NGS nytjtotta 4j lehetGségekkel. Az MLPA
NGS-sel valé 6tvozéseként sziiletett meg a kozelmalt-
ban a digitalis MLPA, melynek az MLPA-hoz viszonyi-
tott elénye az egyidejiileg vizsgalhat6 16kuszok szama-
nak jelentds, koriilbeliil tizszeres emelkedése, ami a
jovében még tovabb bévithetd, akar 1000 genomikus
l6kusz egytittes vizsgidlatit lehetévé téve [50] (3. dbra).
Ennek technikai hatterét a szondakat reprezentalé PCR-
termékek relativ mennyiségének Illumina szekvenalén
val6 meghatarozasa biztositja, mely a fragmenthossz-
analizishez képest joval hatékonyabb termékelvalasztist/
szondaazonositast tesz lehetévé, a PCR-termékek geno-
mikus szekvencidjinak pontos meghatarozasa dltal. Bar
irodalmi adatok alapjin a digitdlis MLPA-t maig csak
ALL analiziséhez hasznaltak, 4j szondakeverékek megje-
lenése varhat6é tovabbi haemopoeticus betegségek, pél-
ddul plazmasejtes myeloma vizsgalatihoz is.

Kovetkeztetés

Az MLPA egy megbizhaté molekuliris genetikai méd-
szer DNS-képiaszam-eltérések, specifikus mutaciok, il-
letve bizonyos genomikus pozicidkban metilacié célzott
detektaldsdhoz. A diagnosztikiban jol alkalmazhaté elja-
rasrol van sz6, melynek széles kori hazai alkalmazasa

elétt nem dllnak komoly technikai nehézségek. A digita-
lis MLPA ugyanakkor 1j, jelenleg még tesztelési fazisban
1év6 kutatasi modszer, melynek a mindennapi diagnosz-
tikiban valé elterjedésére varhatdan jelentds hatéssal lesz
leendd, a nem elhanyagolhat6 szekvenaldsi koltséget is
magaban foglalé dra.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirdsihoz kapcsolé-
dé munkat a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovicios
Hivatal — NKFIH, K 16 K119950 és NVKP_16-1-
2016-0004 — palyézatai, az Uj Nemzeti Kivilosigi Prog-
ram UNKP-17-4-I1I-SE-9 pélyazata, valamint a Magyar
Tudomianyos Akadémia  Lendiilet Programjinak
LP95021 pélyazata timogatta. Az dbrikon bemutatott
adatokhoz a szondakeverékeket az MRC-Holland bo-
csatotta a szerzok rendelkezésére.

Szerzdi munkamegosztis: A. D.: A kozlemény szerkeze-
tének megtervezése. K. R., K. Sz., G. A, Sz. K, B. Cs.,
A. D.: A kézirat elkészitése. A cikk végleges viltozatat
valamennyi szerzd elolvasta és jovihagyta.

FErdekeltségek: A szerzSknek a kozleményhez kapesolédéd
kozvetlen érdekeltségeik nincsenek.
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