
 2018  ■  159. évfolyam, 15. szám  ■  583–592.583

ÖSSZEFOGLALÓ KÖZLEMÉNY

Multiplex ligatiofüggő 
szondaamplifikáció az onkohematológiai 

kutatásban és diagnosztikában

Kiss Richárd dr.1  ■  Kosztolányi Szabolcs dr.2  ■  Gángó Ambrus dr.1  
Szuhai Károly dr.3  ■  Bödör Csaba dr.1  ■  Alpár Donát dr.1

 
1Semmelweis Egyetem, Általános Orvostudományi Kar, I. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézet,  

MTA–SE Lendület Molekuláris Onkohematológia Kutatócsoport, Budapest 
2Pécsi Tudományegyetem, Általános Orvostudományi Kar, Klinikai Központ, I. Belgyógyászati Klinika, Pécs 

3Department of Cell and Chemical, Leiden University Medical Center, Leiden, Hollandia

A malignus hematológiai betegségek kialakulását, progresszióját, illetve terápiával szemben mutatott rezisztenciáját 
kísérő genetikai eltéréseket ma már egyre alaposabban ismerjük. A klinikailag releváns abnormalitásoknak a minden-
napi diagnosztika keretein belül való célzott kimutatása gyors, megbízható és költséghatékony módszereket igényel. 
A multiplex ligatiofüggő szondaamplifikáció a genomikus kópiaszám-eltérések vizsgálatának hatékony eszköze, mely-
lyel 55–60 lókusz egyidejűleg analizálható. Az eljárás lehetőséget nyújt prognosztikai és prediktív markerek átfogó 
felderítésére, így alkalmazása hatékonyan kombinálható a kariotipizálással és fluoreszcencia in situ hibridizációval, 
melyek jelenleg a legelterjedtebb diagnosztikus technikák citogenetikai aberrációk kimutatására. Ezenkívül a módszer 
képes a metilációs státusz célzott meghatározására és specifikus mutációk detektálására is, 24 órán belül eredményt 
szolgáltatva. Az alábbiakban bemutatjuk a multiplex ligatiofüggő szondaamplifikáció technikai hátterét, összefoglal-
juk előnyeit és korlátait, valamint megbeszéljük az onkohematológiai kutatásban és diagnosztikában betöltött szere-
pét. Végezetül, az új generációs szekvenáláshoz kapcsolódó, közelmúltbeli technológiai újítások fényében tárgyaljuk 
a módszerben rejlő jövőbeli lehetőségeket.
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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 in 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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Rövidítések 
ALL = akut lymphoblastos leukaemia; CLL = krónikus lym-
phocytás leukaemia; CML = krónikus myeloid leukaemia; 
FISH = fluoreszcencia in situ hibridizáció; iAMP21 = a 21-es 
kromoszóma intrakromoszomális amplifikációja; MCL = kö-
penysejtes lymphoma; MLPA = (multiplex ligation-dependent 
probe amplification) multiplex ligatiofüggő szondaamplifi-
káció; MS-MLPA = metilációszenzitív MLPA; NGS = (next- 
generation sequencing) új-generációs szekvenálás; PCR = poli-
meráz-láncreakció

A genetikai eltérések jelentősége 
onkohematológiai kórképekben

Az onkohematológiai kórképek vizsgálata számos alka-
lommal járt élen a malignus betegségek hátterében meg-
húzódó genetikai folyamatok felderítésében [1]. Ennek 
oka egyrészt a minták viszonylag könnyű hozzáférhető-
ségében, másrészt a szolid tumorokhoz viszonyítva tipi-
kusan alacsonyabb számú genetikai elváltozás jelenlé-
tében valószínűsíthető [2]. A krónikus myeloid leukaemia 
(CML) volt például az első olyan rosszindulatú beteg-
ség, melyhez asszociáltan specifikus kromoszómaeltérést 
azonosítottak [3]. A BCR-ABL1 génfúzió kimutatása, 
melynek kialakulását legtöbbször a Philadelphia-kromo-
szóma megjelenése kíséri, a betegség diagnózisának ké-
sőbb alapfeltételévé vált, és a fúziós géntermék további 
vizsgálata a valódi forradalmat hozó tirozinkináz-gátló 
kezelések kulcsát jelentette [4]. A rohamosan fejlődő 
molekuláris genetikai technikákkal végzett átfogó tanul-
mányoknak köszönhetően egyre több hematológiai da-
ganat genetikai hátterét sikerül részletesen feltérképezni, 
valamint ennek kapcsán olyan markereket azonosítani, 
melyek adott esetben segítik a diagnózis felállítását, a be-
tegség szubklasszifikációját, a prognózis meghatározá-
sát, a leghatékonyabb terápia kiválasztását, a residualis 
tumortömeg nyomon követését, sőt akár célpontokként 
szolgálhatnak célzott kezelések kifejlesztéséhez, alkalma-
zásához [5–7]. Ennek következtében a legfontosabb 
markerek molekuláris tesztekkel való szűrése mára szer-
ves részévé vált az onkohematológiai megbetegedések 
mindennapi diagnosztikájának és monitorozásának.

Az elmúlt másfél évtizedben végzett expressziós vagy 
genomikus „array-” alapú, valamint új-generációs szek-
venálási („next-generation sequencing” – NGS) vizsgá-
latokkal teljes exom- és genomszinten sikerült számos, a 
klinikai döntéshozatal szempontjából releváns genetikai 
eltérést azonosítani, beleértve kiegyensúlyozott, azaz 
DNS-kópiaszám-változással nem járó, valamint kiegyen-
súlyozatlan, bizonyos genomikus régiók vesztésével (de-
letio), nyerésével vagy sokszorozódásával (amplifikáció) 
járó aberrációkat. Az újonnan szerzett ismereteknek a 
diagnosztikai munkafolyamatba való beillesztéséhez 
szükség van gyors, megbízható és költséghatékony mód-
szerekre, melyekkel az adott entitásra jellemző aberráci-

ók a lehető legátfogóbban és legkevesebb humánerőfor-
rás-ráfordítással kimutathatók. 

A multiplex ligatiofüggő szondaamplifikáció (MLPA) 
egy olyan technika, mellyel körülbelül 50 genomikus ló-
kusz kópiaszám-eltérései és/vagy mutációi detektálha-
tók egyidejűleg. A módszer 24 órán belül eredményt 
szolgáltat, és a protokoll minimális módosításával speci-
fikus lókuszok DNS-metilációs mintázatai is vizsgálha-
tók. Az MLPA számos konstitucionális genetikai rendel-
lenesség diagnosztikájában használható, és nemzetközi 
tanulmányok alapján a daganatos betegségek területén is 
hatékonynak bizonyult [8–10]. Széles körű alkalmazása 
a hazai hematológiai diagnosztikában még nem valósult 
meg, ezért az alábbiakban bemutatjuk az MLPA techni-
kai hátterét, tárgyaljuk előnyeit és korlátait, valamint át-
tekintjük az onkohematológiai kutatásban betöltött sze-
repét és a módszerben rejlő potenciális diagnosztikai 
lehetőségeket.

Az MLPA technikai háttere

Az MLPA multiplex polimeráz-láncreakción (PCR) ala-
puló félkvantitatív módszer, melynek során nem magát a 
minta-DNS-t, hanem az annak specifikus, vizsgálandó 
szakaszaihoz hibridizált szondákat sokszorozunk fel. A 
keletkezett PCR-termékek hossz alapján történő szétvá-
lasztását és mennyiségi meghatározását fluoreszcens ka-
pilláris elektroforézissel végezzük. Kiegyensúlyozatlan 
eltérések vizsgálatakor az adott genomikus szakasz be-
tegmintában lévő kópiaszámára a keletkezett, lókuszspe-
cifikus PCR-termékek normálkontrollokhoz viszonyított 
relatív mennyiségéből következtetünk [11]. Deletio ese-
tén az adott genomikus pozícióban a normál-referencia-
mintához képest kevesebb PCR-termék keletkezik, nye-
rés-sokszorozódás esetén az elvártnál több. Az MLPA 
folyamatát az 1. ábra szemlélteti.

A módszer magas specificitását az biztosítja, hogy 
minden egyes vizsgálandó genomikus lókuszhoz két 
vagy három, közvetlenül egymás mellé hibridizáló szon-
daoligonukleotidot kapcsolunk, melyek kizárólag tökéle-
tes illeszkedés esetén egyesíthetők és amplifikálhatók. 
Ligálással való összekapcsolás hiányában amplifikációs 
termék nem keletkezik. A szondaoligonukleotid párok-
tripletek egyesítését végző ligáz-65 enzim érzékeny a 
minta nukleotidszekvenciájának eltérései miatt a ligatiós 
helyen bekövetkező tökéletlen hibridizációra, ami így le-
hetőséget nyújt specifikus mutációk kimutatására, a 
szondák csatlakozási helyének mutációs „hotspot”-ra 
való tervezése által. A mutációspecifikus MLPA-szon-
dákkal korábban megfelelően felderített, specifikus nuk-
leotidcseréket lehet kimutatni (például T>A szubsztitú-
ció), így igazán hatékonyan akkor alkalmazhatók, ha a 
vizsgált entitásban gyakran jelenik meg olyan visszatérő 
mutáció, mely diagnosztikus vagy terápiás jelentőséggel 
bír.

A metilációszenzitív MLPA (MS-MLPA) a klasszikus 
MLPA egy olyan változata, mellyel a kópiaszám-eltéré-
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1. ábra A multiplex ligatiofüggő szondaamplifikáció módszertani lépé-
sei. A minta-DNS, valamint a szondaoligonukleotidok denatu-
rációját az utóbbiak specifikus célszekvenciákhoz való hibridizá-
ciója követi. A tökéletesen illeszkedő, szomszédos szondaoligo-
nukleotidok ligálással való összekapcsolása után az adott 
reakciótérben lévő összes komplett szonda ugyanazon fluoresz-
censen jelölt primer párral kerül felsokszorozásra. A képződött 
PCR-termékek eltérő hosszuk alapján, fluoreszcens kapilláris 
elektroforézissel azonosíthatók, az egyes lókuszokhoz tartozó 
termékek mennyiségéből pedig az adott genomikus pozíció re-
latív kópiaszáma meghatározható. Normál-referenciamintákhoz 
képest a termék alacsonyabb mennyisége deletióra, míg többlete 
nyerésre/sokszorozódásra utal

sek és mutációk mellett bizonyos lókuszok DNS-metilá-
ciós státusza is kimutatható [12]. Az eljárás során a ligá-
lást megelőzően ketté kell választani a mintát tartalmazó 
reakcióelegyet, majd a ligálást HhaI endonukleáz jelen-
létében, valamint a nélkül is el kell végezni. Ha a HhaI 
enzim által felismert szekvencia (GCGC) nem metilált a 
minta-DNS-ben, az endonukleáz elhasítja a mintaszon-
dahibridet, megakadályozva a szonda későbbi amplifiká-
cióját, míg metilált minta-DNS esetén a szonda intakt 
marad. Értékeléskor a HhaI által kezelt és nem kezelt 
minták eredményei kerülnek összehasonlításra, melyből 
a metilációs státusz meghatározható [10, 13]. 

Az MLPA-vizsgálat átlagolt információt nyújt arról a 
sejtpopulációról, amelyből a DNS-izolálás történt. Eb-
ből következően a minta megfelelően magas tumorsejt-
aránya, valamint annak pontos ismerete elengedhetetlen 
a korrekt analízishez, illetve az eredmény helyes értelme-
zéséhez. Klonális monoallélikus deletio detektálásához 
legalább 20–30%, biallélikus vesztés felismeréséhez 10–
20% tumorsejt jelenléte szükséges. Az egyik allélt érintő 
mutációk már 5–10%-os reprezentáltság esetén is kimu-
tathatók, míg metilált genomikus pozíciók azonosításá-
hoz a metilált DNS minimum 30%-os jelenléte szüksé-
ges. A relatív kópiaszám 50%-os csökkenése 50%-os 
tisztaságnál biallélikus vesztésre utal, míg 100%-os tiszta-
ságú mintánál klonális monoallélikus deletio valószínű-
síthető, azonban szubklonális biallélikus vesztés sem zár-
ható ki. Hematológiai betegségek esetén gyakran áll 
rendelkezésre áramlási citometriai mérés, melyből a min-
tatisztaság megbecsülhető, a mono- és biallélikus veszté-
sek, illetve nyerések esetén várható szignálértékek kiszá-
molhatók. Ha csak szöveti metszet áll rendelkezésre, 
digitális képanalízissel kombinált morfológiai-immun-
hisztokémiai térképezés segítheti a pontos tumorsejt-
arány meghatározását.

Az MLPA előnyei és korlátai

Az MLPA előnyei az alábbiakban foglalhatók össze: (i) 
DNS-alapú módszer, mely ezáltal alkalmas hosszú ideig 
archivált anyagok vizsgálatára is; (ii) nem igényel intakt 
sejteket/sejtmagokat kiindulási mintaként; (iii) 20–150 
ng DNS elegendő a reakció elvégzéséhez; (iv) mivel a 
szondák célponthoz hibridizáló szakasza meglehetősen 
rövid (55–80 bp közötti), a módszerrel egyedi exonok is 
vizsgálhatók, továbbá (v) a reakció fragmentált DNS-
mintán is elvégezhető, lehetővé téve formalinfixált, pa-
raffinba ágyazott anyagok vizsgálatát, mely a patológiai 
diagnosztikában kiemelt jelentőségű [14]; (vi) a mód-
szer 24 órán belül eredményt szolgáltat, akár 96 lyukú 
plate-ekben is kivitelezhető, és viszonylag könnyű auto-
matizálni; (vii) költséghatékony, amit az is segít, hogy 
egy PCR-készüléken, illetve kapilláriselektroforézis-ké-
szüléken kívül nem igényel speciális műszerezettséget; 
(viii) az eredmények értékelése ingyenesen elérhető 
szoftverrel elvégezhető, mely segíti a dokumentációt is; 
(ix) kópiaszám-eltérések, metiláltsági státuszok, vala-
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mint mutációk egyidejűleg vizsgálhatók vele; végül, (x) 
az elérhető szondamixek összetétele rugalmasan változ-
tatható, amennyiben új, klinikailag releváns aberrációk 
kerülnek azonosításra.

A fentebb említett előnyök mellett az MLPA onko-
hematológiai diagnosztikában és kutatásban való alkal-
mazásakor korlátokkal is kell számolni, úgymint (i) a 
módszerrel nem lehet kópiaszám-eltéréssel nem járó 
 citogenetikai aberrációkat kimutatni, mint például ki-
egyensúlyozott transzlokációkat és inverziókat, ezenkí-
vül komplex eltérések (például chromothrypsis) vizsgála-
ta is túl nagy kihívást jelenthet; (ii) a technika relatív 
kópiaszám-eltéréseket mutat ki, így poliploidia vagy hap-
loidia félrevezetheti az eredmények értelmezését; (iii) a 
klonális, egyetlen kópiaeltérést okozó aberrációknak a 
szubklonális, többszörös kópiaszám-eltéréshez vezető 
laesióktól való elkülönítése nehézségekbe ütközhet; (iv) 
az MLPA érzékeny az alacsony tumorsejtarányra, illetve 
a 20 ng-nál alacsonyabb kiindulási minta használatára; 
(v) egyedi sejtek nem vizsgálhatók, ami azonban hasznos 
lehetne a számos betegségben bizonyítottan jelen lévő, 
komplex szubklonális szerkezet felderítéséhez; (vi) egyes 
szondáknál mutatkozó, relatív kópiaszám-eltérésre utaló 
szignálok hátterében mutáció okozta álpozitivitás is áll-
hat; (vii) az MLPA-val nem lehet kópiaszám-eltéréseket 
teljes genomszinten felderíteni, alkalmazása korlátozó-
dik a szondák által lefedett, körülbelül 50 genomikus 
lókuszra; (viii) ismeretlen mutációk kimutatása nem le-
hetséges, valamint a szondák által lefedett pozíciókban is 
csak specifikus nukleotidcserék detektálhatók; (ix) kö zeli 
genomikus pozíciókban megjelenő mutációk kimutatása 
technikailag megoldhatatlan/alacsony hatékonyságú le-
het a szondaoligonukleotidok egymással való szükség-
szerű hibridizációs versengése miatt; (x) metiláció kimu-
tatása csak olyan lókuszok esetében lehetséges, melyek a 
HhaI restrikciós enzim felismerési helyeinél jelentkez-
nek. 

Az MLPA alkalmazása leukaemiák  
és lymphomák vizsgálatához

A nemzetközi irodalomban számos közlemény számol 
be az MLPA onkohematológiai kórképekben való alkal-
mazásáról, bizonyítva a technika alkalmasságát malignus 
vérképző rendszeri betegségek genetikai vizsgálatára. Az 
alábbiakban néhány példán keresztül bemutatjuk a mód-
szerben rejlő, máig publikált lehetőségeket. 

Az egyik legkorábbi, 2006-ban megjelent onkohema-
tológiai MLPA-közlemény Buijs és mtsai nevéhez fűző-
dik, akik a leggyakoribb felnőttkori leukaemiatípusban, 
krónikus lymphocytás leukaemiában (CLL) szenvedő 54 
beteg mintáját vizsgálva azonosítottak ismert visszatérő 
kópiaszám-eltéréseket, valamint további, fluoreszcencia 
in situ hibridizációval (FISH) nem detektált deletiókat, 
illetve számbeli kromoszómaeltéréseket [15]. Ezt köve-
tően számos munkacsoport alkalmazta a módszert 
ugyancsak a CLL vizsgálatához, leginkább a prognoszti-

kai jelentőséggel bíró TP53-, ATM- és 13q-deletiók, va-
lamint a 12-es triszómia kimutatására [16–19]. Az 
MLPA költséghatékonyságát, magas áteresztőképességét 
és mérsékelt munkaerő-ráfordítási igényét több esetben 
is megerősítették [16, 20]. Az összehasonlító módszer-
tani vizsgálatok nagymértékű egyezést fedtek fel az 
MLPA, valamint a FISH- és „microarray-” alapú techni-
kákkal nyert eredmények között. A néhány, összhangban 
nem álló adat hátterében a malignus klón alacsony repre-
zentáltsága, illetve a különféle módszerek által nyújtott 
eltérő genomikus feloldás és lefedettség állt [16, 17, 20, 
21]. Emellett egy Véronèse és mtsai által közölt tanul-
mány felhívta a figyelmet a pontmutációk által okozott 
álpozitív, látszólag kópiaszámvesztésre utaló MLPA-
eredményekre, ezáltal a validálás fontosságára. Megjegy-
zendő azonban, hogy esetükben a probléma a TP53-gén 
vizsgálata kapcsán mutatkozott, melynek deletiója és 
gyakran patogén mutációja egyaránt prognosztikailag 
kedvezőtlen eltérésnek tekinthető CLL-ben [21, 22]. A 
TP53-, illetve az ATM-gén státuszának felmérése az el-
múlt években különösen relevánssá vált CLL-es betegek-
ben, mivel ezeknek a géneknek a hibái szorosan össze-
függenek a kemorezisztenciával, aberrációik kimutatása 
esetén pedig célzott terápia is elérhető [23, 24]. A TP53- 
és az ATM-, valamint a velük funkcionális kapcsolatban 
lévő, DNS-károsodásra adott válaszban szerepet játszó 
gének RNS-alapú vizsgálatához Eldering és munkacso-
portja reverz transzkripciót követően használt MLPA-t 
[25, 26]. A módszer ezen alternatív alkalmazásával el 
tudtak különíteni funkcionális p53-defektust hordozó 
betegeket ATM-defektussal bíróktól, valamint további, 
az előző kettőre nézve normális, de DNS-károsodásra 
adott válasz szempontjából más okból funkcionális szin-
ten abnormalitást mutató betegeket is azonosítani tud-
tak. 

Az MLPA-hoz köthető legintenzívebb publikációs ak-
tivitás az akut lymphoblastos leukaemia (ALL) vizsgálata 
kapcsán tapasztalható. Először 2010-ben, Schwab és 
 mtsai alkalmazták a módszert prekurzor B-sejtes ALL-
ben szenvedő betegek mintáin, melynek során a beteg-
ségben visszatérően megjelenő, a B-sejt-fejlődésben, 
lym phoid differenciálódásban, sejtciklus-szabályozásban 
szerepet játszó, prognosztikai és terápiás relevanciával 
bíró gének kópiaszám-eltéréseit vizsgálták [27]. MLPA-
val többek között azonosítottak FISH-sel nem detektál-
ható, kis kiterjedésű deletiókat is, melyeket kvantitatív 
PCR-rel sikeresen validáltak. A módszer hatékonyságát 
demonstráló tanulmányukban felhívták a figyelmet 
ugyanakkor arra is, hogy haploid, illetve tetraploid ese-
tekben az MLPA-profil nem feltétlenül mutat abnormá-
lis mintázatot, amennyiben a mintában relatív kópia-
szám-eltérés nem mutatkozik. Az MLPA hozzáadott 
értékét ugyanakkor egyértelműen jelzi, hogy ezt köve-
tően több száz, esetenként ezer feletti beteget is felölelő 
klinikai vizsgálatok keretében alkalmazták sikerrel a tech-
nikát. A tanulmányok nagy részében az IKZF1-, PAX5-, 
ETV6-, RB1-, BTG1-, EBF1-, CDKN2A/B, RUNX1-, 
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ERG- és a PAR1-régió génjeinek eltéréseit vizsgálták 
prekurzor B-sejtes ALL-ben. Ezek közül is kiemelkedik 
az IKZF1 (Ikaros)-gén deletiójának, illetve a 21-es kro-
moszóma intrakromoszomális amplifikációja (iAMP21) 
következtében felsokszorozódó RUNX1- és ERG-gén 
eltéréseinek intenzív vizsgálata. Az IKZF1-deletio füg-
getlen prognosztikai marker, kedvezőtlen betegséglefo-
lyással társul, gyakran fordul elő a BCR-ABL1-pozitív, 
illetve a génfúziót nem hordozó, de hasonló génexpresz-
sziós mintázatot mutató BCR-ABL1-szerű szubtípusok-
ban [28, 29]. Az iAMP21 a gyermekkori B-ALL-esetek 
2%-ában megjelenő aberráció, mely eltérést hordozó be-
tegek a standard kezelésre rosszul reagálnak, a terápia 
intenzitásának emelésével azonban kedvezőbb válasz ér-
hető el [30].

Az MLPA nem sejtalapú módszer, ezáltal az ALL né-
hány szubtípusára kifejezetten jellemző komplex szub-
klonális szerkezet feltérképezésére nem tűnik optimális 
eszköznek. Ugyanakkor diagnózis és relapsus idején vett 
mintákat összehasonlítva, a deletio által érintett lókuszok 
kiterjedésének több szondával való vizsgálata lehetővé 
teheti a két eltérő időpontban domináló malignus sejt-
populáció klonális viszonyának felderítését, ezáltal a 
szubklonális evolúciós folyamatokba való informatív be-
tekintést. Alpár és mtsai az IKZF1-, míg Waanders és 
 mtsai a BTG1-gént érintő abnormalitásokat vizsgálva 
mutattak ki olyan deletiós mintázatokat, melyek a relap-
suskor megjelenő szubklónnak a diagnosztikus mintában 
domináns populációtól való független fejlődésére utaltak 
[31, 32]. 

Kópiaszám-eltérések mellett Braun és mtsai a 
 CDKN2A- és a CDKN2B-gén promóter régióiban elhe-
lyezkedő CpG-pozíciók metiláltsági státuszát is vizsgál-
ták MS-MLPA-val, gyermekkori prekurzor B-sejtes 
ALL-ben szenvedő betegekben [33]. Az eljárás lehetővé 
tette a CDKN2A/B gének inaktivációjához vezető gene-
tikai és epigenetikai változások egyidejű felderítését. 
Eredményeik alapján a CDKN2A-gén biallélikus deleti-
ója kedvezőtlen terápiás válasszal és megnövekedett re-
lapsuskockázattal társul, ugyanakkor tanulmányukban az 
eltérő inaktivációs módok (deletio és metiláció) együttes 
megjelenése nem volt jelentős hatással a betegek 
prognózi sára. 

Rohde és mtsai prognosztikailag releváns, heterozigó-
taság vesztéséhez vezető 6q-kromoszóma-kar-deletiót 
vizsgáltak MLPA-val prekurzor T-sejtes ALL-ben, illetve 
lymphoblastos lymphomában szenvedő betegekben. 
Konvencionális mikroszatellita vizsgálattal összehason-
lítva, az MLPA megfelelő mintamennyiség és -minőség 
mellett költséghatékonyabbnak, valamint kevésbé idő-
igényesnek bizonyult, továbbá csíravonalkontroll nélkül 
szolgáltatott informatív eredményt [34]. Richter- 
Pechanska és mtsai prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedő 
betegek diagnózis és relapsus idején vett mintáit vizsgál-
ták, és a célzott NGS-sel detektált kópiaszám-eltéréseket 
182 beteg esetében validálták MLPA-val, 99%-os egye-
zést találva a két módszer között olyan eltérések alapján, 

melyek kimutatására elvileg mindkét technika alkalmas 
volt [35]. Kunz és mtsai ugyanebben az entitásban vizs-
gálták a relapsushoz vezető klonális evolúció hátterét. 
A  CDKN2A/B, LEF1-, PTEN-, PTPN2-, SUZ12- és 
CASP8AP2-gének deletióinak, valamint a MYB-gén 
amplifikációjának megjelenése alapján azonosítottak 
mindkét időpontban megjelenő aberrációkat, valamint 
olyanokat is, melyek csak diagnózis vagy relapsus idején 
mutatkoztak az egyes betegekben [36]. 

A szubkromoszomális kópiaszám-eltérésekre fóku-
száló tanulmányok mellett aneuploidiák/aneuszómiák 
MLPA-val való kimutatásának lehetőségét is demonstrál-
ták akut leukaemiás esetekben, centromerközeli vagy 
szubtelomerikus kromoszómarégiókhoz hibridizáló 
MLPA-szondákat használva [37, 38]. DNS-index-meg-
határozással együtt alkalmazva, az MLPA hatékony ki-
egészítő módszernek bizonyult, különösen pszeudodip-
loid esetekben, valamint amikor néhány, főleg kisméretű 
kromoszóma nyerése vagy vesztése állt az aneuploiditás 
hátterében. Ezek a Reyes-Núñez és mtsai által közölt 
eredmények összhangban állnak korábbi hazai tanulmá-
nyokkal, melyek szintén felhívták a figyelmet az aneuplo-
idia hátterében álló specifikus aneuszómiák felderítésé-
nek fontosságára [39, 40]. 

Érett B-sejtes lymphomákat tekintve, Delfau-Larue és 
mtsai köpenysejtes lymphomában (MCL) vizsgáltak 
13q14-, 9p21-, 11q23-, 17p13- és 12q14-deletiókat, 
valamint MYC-gén-amplifikációt MLPA-val annak érde-
kében, hogy az aberrációk prognosztikus jelentőségét 
felfedjék immunkemoterápia, magas dózisú citarabinke-
zelés, illetve autológ őssejt-transzplantáció alkalmazása 
mellett, klinikai tanulmány keretében. Eredményeik 
alapján a CDKN2A- és a TP53-gén deletiói önálló, Ki-
67-indextől független, kedvezőtlen prognózisssal társuló 
markereknek tekinthetők [41].

Plazmasejtes myelomában Alpár és mtsai vizsgáltak 
először MLPA-val prognosztikai jelentőséggel bíró ki-
egyensúlyozatlan aberrációkat [42]. A módszer a bete-
gek 65%-ában azonosított olyan eltéréseket, melyeket a 
standard FISH-tesztek nem mutattak ki. Az MLPA 
azonban nem képes kiegyensúlyozott genetikai abnor-
malitásokat detektálni, ezért FISH-sel együtt való alkal-
mazása ebben az esetben kifejezetten indokolt, hiszen a 
myeloma biológiai osztályozásában az IGH-gén transz-
lokációinak kiemelt szerepük van. Az MLPA hatékonysá-
gát myeloma vizsgálatában később más munkacsoportok 
is megerősítették [43].

Havranek és mtsai több mint 500, non-Hodgkin- 
lymphomában szenvedő beteg mintájában vizsgáltak csí-
ravonal-eredetű CHEK2-gén-deletiót MLPA-val. A dif-
fúz nagy B-sejtes lymphomát, follicularis lymphomát, 
MCL-t, kis lymphocytás lymphomát és mucosaasszociált 
lymphoid szövet tumorját is reprezentáló betegcsoport-
ban kétféle kereteltolódásos mutációt okozó és korai 
transzlációs terminációhoz vezető aberrációt azonosítot-
tak [44]. 
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Blastos krízisen áteső, CML-ben szenvedő betegek 
mintáit MLPA-val vizsgálva Alpár és mtsai a betegség 
krónikus fázisában nem mutattak ki kópiaszám-eltérést, 
míg egy kivétellel az összes blastos krízis idején nyert 
mintában azonosítottak aberrációkat [31]. Ezzel össz-
hangban, van der Sligte és mtsai gyermekkori CML-es 
betegeket vizsgálva nem mutattak ki kópiaszám-eltérése-
ket 77 krónikus fázisú betegben, míg egy kivétellel min-
den olyan betegben találtak eltérést, akiket akcelerált fá-
zisban vagy lymphoblastos krízisben diagnosztizáltak, 
esetleg krónikus fázisból progrediáltak [45]. 

Donahue és mtsai myelodisplasiás szindrómában, illet-
ve akut myeloid leukaemiában szenvedő betegek vizsgá-
latához tesztelték az MLPA használhatóságát egy –5/
del5q-, –7/del7q-, +8-, del17p-, del20q- és 21q-abnor-
malitásokat egyidejűleg kimutatni képes szondakeverék-
kel, 89–93%-os konkordanciát elérve a módszer eredmé-
nyeinek FISH-adatokkal való összevetése során. A 
szerzők a FISH-analízishez képest jelentősen csökkent 
mintapreparálási és -analizálási időigényről, valamint a 

költségek legalább hétszeres csökkenéséről számoltak be 
[46].

Végül, egy hematológiai betegségek átfogó vizsgálatá-
hoz kifejlesztett, 19 kromoszómakart lefedő MLPA-
szonda-keverékkel Konialis és mtsai több mint 300, di-
agnosztikai vizsgálatra küldött csontvelőmintát analizál-
tak, az eredményeket kariotipizálási és FISH-adatokkal 
összehasonlítva [47]. A mind lymphoid, mind myeloid 
malignitásokat magában foglaló betegpopuláció 8%-
ában azonosítottak olyan klinikailag releváns aberráció-
kat, melyeket a hagyományosabb citogenetikai módsze-
rek nem fedtek fel. Az MLPA olyan esetekben is segítsé-
get nyújtott, amikor a metafázisok hiánya miatt a kario-
tipizálás nem volt kivitelezhető.

Összességében, a teljesség igénye nélkül fent bemuta-
tott példák egyértelműen jelzik, hogy az MLPA sokolda-
lúan hasznosítható technika onkohematológiai betegsé-
gek vizsgálatához, beleértve a diagnosztikai munkafolya-
matban való alkalmazást is. A genetikai eltérések külön-
féle hematológiai betegségekben való kimutatását a 2. 
ábra szemlélteti.

2. ábra DNS-kópiaszám-eltérések és mutáció kimutatása multiplex ligatiofüggő szondaamplifikációval. A) Monoallélikus 6q- és 17p-deletiók CLL-ben szen-
vedő beteg perifériás vérmintájában (SALSA P037 szondakeverék). B) NOTCH1 p.2514*fs kereteltolódásos mutáció kimutatása CLL-ben szenvedő 
beteg perifériás vérmintájában (SALSA P038 szondakeverék). A megfelelő szonda ligálása és amplifikációja csak a CLL-es betegek 5%-ában mutatko-
zó és kedvezőtlen prognózissal társuló mutáció jelenlétében megy végbe. C) Monoallélikus IKZF1-deletio, illetve biallélikus 9p-deletio gyermekkori 
prekurzor B-sejtes ALL-ben szenvedő beteg diagnosztikus csontvelőmintájában (SALSA P202 szondakeverék). D) MYB-gén-nyerés, valamint mono- 
és biallélikus 9p-deletio gyermekkori prekurzor T-sejtes ALL-ben szenvedő beteg diagnosztikus csontvelőmintájában (SALSA P383 szondakeverék). 
A bemutatott MLPA-vizsgálatok a Semmelweis Egyetem I. Sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézetének Molekuláris Onkohematológiai Labora-
tóriumában készültek
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Az MLPA lehetséges helye a patológiai 
diagnosztikában

A hazai diagnosztikában jelenleg a kariotipizálás és a 
FISH a legelterjedtebb módszerek hematológiai beteg-
ségek citogenetikai vizsgálatához, míg pontmutációk, 
valamint kisméretű inszerciók, deletiók és inverziók ki-
mutatásához a Sanger-szekvenálás használatos a legin-
kább. 

Kariotipizálással a teljes kromoszómakészlet vizsgálha-
tó, lókusztól és preparálási protokolltól függően 3–10 
megabázisfeloldással. A módszer időigényes, és magasan 
képzett technikusokat kíván, teljes automatizációja a 
kromoszómák morfológiai variabilitása miatt nem való-
sítható meg. Az eljárás lehetővé tesz egysejt-alapú vizs-
gálatot, az alkalmanként 20, legfeljebb 30 osztódás ana-
lízise azonban szubklonális aberrációk kimutatását 
erősen korlátozza. Kiindulási mintaként a technika osz-
tódó sejteket kíván, az alkalmazott in vitro tenyésztés 
pedig klonális szelekciót idézhet elő, aminek következté-
ben a vizsgált osztódásokban a malignus klón alulrepre-
zentálttá válhat. További nehézség, hogy néhány entitás-
nál, például az ALL egyes szubtípusaiban az abnormális 
osztódások minősége, kromoszómáik felismerhetősége 
lényegesen rosszabb a mintában megjelenő normálosz-
tódásokéhoz képest, ami a vizsgálatot elfogulttá teheti. 

A FISH nem igényel élő sejtet, a reakció bármely pa-
tológiai mintatípuson elvégezhető, és a kariotipizálással 
ellentétben legkésőbb 24 órán belül eredményt szolgál-
tat. A vizsgálat a leggyakrabban 200 interfázisban lévő 
sejt analízisét foglalja magában, mely a kromoszómapre-
parátumok értékeléséhez képest nagyobb statisztikai 
megbízhatóságot nyújt [48]. Emellett a módszer felol-
dása is magasabb, a diagnosztikában használatos szon-
dákkal tipikusan 1–2 megabázis és 100 kilobázis közötti 
tartomány érhető el, míg az ennél kisebb kiterjedésű 
(40–50 kilobázis) eltérések vizsgálatához kutatási céllal 
létrehozott szondák használatosak [49]. A FISH célzott 
vizsgálatot tesz lehetővé, tipikusan két–három, ritkábban 
négy lókusz egyidejű analízisével, mely a fluoreszcens je-
lölőanyagok részben átfedő gerjesztési és emissziós 
spektrumainak, valamint a detektálható fény korlátozott 
terjedelmű hullámhossztartományának köszönhető. Bár 
a FISH a kariotipizáláshoz képest kiterjedtebb mérték-
ben automatizálható, mikromorfológiai módszerről lé-
vén szó, a jelek mintázatának helyes értelmezése és az 
eredmények precíz értékelése szintén igényel előképzett-
séget, valamint bizonyos mértékű manuális interakciót. 

Mutációk és kisméretű strukturális aberrációk kimuta-
tásához a Sanger-szekvenálás a legelterjedtebb technika, 
mely bázispárfeloldással képes a mintában legalább 20%-
ban reprezentált genetikai eltéréseket vizsgálni. A mód-
szer a nukleinsavmintáról átlagolt, nem egysejt-szintű 
információt nyújt, körülbelül 500 nukleotid terjedelem-
ben. Egymástól távolabb elhelyezkedő genomikus régi-
ók vizsgálatához több reakció elvégzése szükséges, és 

nagy kiterjedésű kópiaszám-eltérések kimutatása az eljá-
rással nem lehetséges. 

Mindezeket figyelembe véve az MLPA hatékony ki-
egészítő technikának tűnik (i) microdeletiók kimutatásá-
hoz, akár egyediexon-szinten, ami kariotipizálással és 
FISH-analízissel nem érhető el; (ii) klinikailag releváns, 
gyakran megjelenő mutációk Sanger-szekvenálásnál ér-
zékenyebb szűréséhez; (iii) olyan esetekben, amikor 
több, mint két–három genomikus lókusz kópiaszám-el-
térésének együttes, költséghatékony vizsgálata indokolt, 
valamint (iv) molekuláris patológiai laboratóriumokban, 
ahol mikroszkópos vagy „array-” alapú citogenetikai 
vizsgálatokra műszer vagy képzett személyzet hiányában 
nem nyílik lehetőség. Az MLPA-reakció, mellyel kópia-
szám-változások, mutációk, illetve metilációs mintázatok 
egyidejűleg vizsgálhatók, bármely szövettípuson elvé-
gezhető, és alkalmazását nem akadályozza a formalinos 
fixálás és paraffinba történő ágyazás sem, mely patológiai 
minták vizsgálatánál kiemelt fontosságú. A szondakeve-
rék rugalmas módosíthatóságából adódóan újabb marke-
rek vizsgálata könnyedén megvalósítható, aminek az 
NGS miatt bekövetkezett genomikus forradalom idején 
különösen nagy jelentősége van. Emellett a módszert 
könnyű automatizálni, az értékelés menete néhány óra 
alatt elsajátítható, a reakciók 96-lyukú plate-eken való 
kivitelezése pedig a legnagyobb hazai laboratóriumok 
számára is elegendő áteresztőképességet biztosít, keve-
sebb mint 24 órás átfordulási idővel.

Az MLPA jövője

Az onkohematológiai betegségek genetikai kutatása és 
diagnosztikája több mint 50 évvel a Philadelphia-kromo-
szóma felfedezése után, még manapság is rendkívül dina-
mikusan fejlődő terület. Ez jelentős mértékben köszön-
hető az utóbbi 10–15 évben bekövetkezett technológiai 
fejlődésnek, mely az orvosbiológiai minták genomikai 
tanulmányozását mind mélység, mind átfogó- és áteresz-
tőképesség tekintetében magasabb szintre emelte. Az 
NGS korában egyre gyakrabban merül fel kérdésként a 
klasszikus és molekuláris citogenetikai technikák létjogo-
sultsága, illetve alkalmazásuk várható élettartama. Az el-
következendő években az NGS jelentős térnyerése vár-
ható, köszönhetően sokoldalú alkalmazhatóságának, 
egységnyi adatmennyiségre vonatkoztatva fokozatosan 
csökkenő árának, valamint az adatok értékelését egyre 
könnyebbé tevő grafikus szoftvereknek. 

Jelenleg azonban úgy tűnik, hogy a hazai diagnoszti-
kai munkafolyamatnak még sokáig szüksége lesz olyan 
módszerekre, melyek gyorsaságuk és megbízhatóságuk 
mellett költséghatékonyak is. Valószínűleg részben ez a 
szempont vezetett ahhoz is, hogy az „array-” alapú vizs-
gálatok – kutatási célú alkalmazásaik ellenére – végül 
nem váltak rutinszerűen használatos eszközzé a hazai 
onkohematológiai diagnosztikában. Emellett ismerete-
ink szerint az egyes hematológiai entitások többségére 
viszonylag limitált számú visszatérő genetikai eltérés jel-
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lemző, aminek alapján a célzott vizsgálómódszerek hasz-
nálata kézenfekvőnek tűnik. Az MLPA ebben a környe-
zetben hatékonyan alkalmazható eljárás, a kereskedelmi 
forgalomban számos betegséghez érhető el specifikus 
szondakeverék, akár igény szerinti módosításokkal is 
(www.mlpa.com). Mi több, egy közelmúltbeli tanulmány 
arra utal, hogy a módszer kifejlesztői (MRC-Holland, 
Amszterdam) nem versenyezni, sokkal inkább élni kíván-
nak az NGS nyújtotta új lehetőségekkel. Az MLPA 
NGS-sel való ötvözéseként született meg a közelmúlt-
ban a digitális MLPA, melynek az MLPA-hoz viszonyí-
tott előnye az egyidejűleg vizsgálható lókuszok számá-
nak jelentős, körülbelül tízszeres emelkedése, ami a 
jövőben még tovább bővíthető, akár 1000 genomikus 
lókusz együttes vizsgálatát lehetővé téve [50] (3. ábra). 
Ennek technikai hátterét a szondákat reprezentáló PCR-
termékek relatív mennyiségének Illumina szekvenálón 
való meghatározása biztosítja, mely a fragmenthossz-
analízishez képest jóval hatékonyabb termékelválasztást/
szondaazonosítást tesz lehetővé, a PCR-termékek geno-
mikus szekvenciájának pontos meghatározása által. Bár 
irodalmi adatok alapján a digitális MLPA-t máig csak 
ALL analíziséhez használták, új szondakeverékek megje-
lenése várható további haemopoeticus betegségek, pél-
dául plazmasejtes myeloma vizsgálatához is.

Következtetés

Az MLPA egy megbízható molekuláris genetikai mód-
szer DNS-kópiaszám-eltérések, specifikus mutációk, il-
letve bizonyos genomikus pozíciókban metiláció célzott 
detektálásához. A diagnosztikában jól alkalmazható eljá-
rásról van szó, melynek széles körű hazai alkalmazása 

előtt nem állnak komoly technikai nehézségek. A digitá-
lis MLPA ugyanakkor új, jelenleg még tesztelési fázisban 
lévő kutatási módszer, melynek a mindennapi diagnosz-
tikában való elterjedésére várhatóan jelentős hatással lesz 
leendő, a nem elhanyagolható szekvenálási költséget is 
magában foglaló ára.

Anyagi támogatás: A közlemény megírásához kapcsoló-
dó munkát a Nemzeti Kutatási, Fejlesztési és Innovációs 
Hivatal – NKFIH, K_16 K119950 és NVKP_16-1-
2016-0004 – pályázatai, az Új Nemzeti Kiválósági Prog-
ram ÚNKP-17-4-III-SE-9 pályázata, valamint a Magyar 
Tudományos Akadémia Lendület Programjának 
LP95021 pályázata támogatta. Az ábrákon bemutatott 
adatokhoz a szondakeverékeket az MRC-Holland bo-
csátotta a szerzők rendelkezésére.

Szerzői munkamegosztás: A. D.: A közlemény szerkeze-
tének megtervezése. K. R., K. Sz., G. A., Sz. K., B. Cs., 
A. D.: A kézirat elkészítése. A cikk végleges változatát 
valamennyi szerző elolvasta és jóváhagyta.

Érdekeltségek: A szerzőknek a közleményhez kapcsolódó 
közvetlen érdekeltségeik nincsenek.
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