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Bevezetés: A plazmasejtes myeloma viltozatos klinikai lefolydssal jaré hematolégiai malignitds, melyhez heterogén
genetikai hattér tarsul. A betegség patogeneziséhez és progresszidjihoz asszocidltan gyakran jelennek meg visszatérd
kromoszomialis és szubkromoszomalis eltérések, melyek diagnéziskor valé kimutatasa segiti a betegek genetikai ka-
rakterizalasat, klasszifikdcidjit és prognosztikai besoroldsat.

Célkitiizés: Tanulmdnyunkban dtfogdan értékeltiik a Péesi Klinikai Kézpont és a Tolna Megyei Balassa Janos Kérhaz
plazmasejtes myelomdban szenved§ betegein 2005 és 2018 kozott altalunk elvégzett molekularis citogenetikai vizs-
gilatok eredményeit.

Modszer: Az emlitett periddusban 231 beteg csontveldi és periférids vérmintdjiban szdrtink visszatérd genetikai aber-
raciokat fluoreszcens in situ hibridizaciéval. A moédszerrel az immunglobulin-nehézlanc-gént érinté kromoszéma-
transzlokdciokat, az 1p és 17p kromoszomakarokat érint§ vesztéseket, az 1q kromoszémakart érinté tébbletet, vala-
mint a 13-as kromoszomat érint6 kiegyensulyozatlan aberraciokat vizsgaltuk. Negyvenkét beteg mintajan multiplex
ligatiofigg$ szondaamplifikicidval vizsgaltuk az 1p, 1q, 5q, 12p, 13q, 16q és 17p kromoszémakarok jellemz3 vesz-
téseit és tobbleteit. A vizsgilt idgszakban 116 csontvelSi mintdn kariotipizédldsra is sor keriilt.

Eredmények: Osszesen 233 genetikai eltérést azonositottunk célzottan, az aberriciok gyakorisiga megfelelt a korabbi
nemzetkozi tanulmdanyok dltal latottaknak. Azonos kromoszémakarokat fluoreszcens ¢ situ hibridizaciéval, valamint
multiplex ligatiofligg6 szondaamplifikiciéval vizsgilva az eredmények 96,2%-o0s egyezést mutattak. Az utébbi tech-
nikdval a fluoreszcens 7 situ hibridizacioval detektilt abnormalitidsokon tdl tovabbi 21 kiegyenstlyozatlan genetikai
aberriciét azonositottunk 16,/42 betegben (38%).

Kovetkeztetés: Eredményeink alapjan az altalunk haszndlt két molekuldris citogenetikai mddszer egytittes alkalmazdsa
jelent@sen segitheti a jovében a plazmasejtes myelomdban szenved§ hazai betegek dtfogdbb genetikai karakterizald-
st.
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Molecular cytogenetic analyses of patients with plasma cell myeloma in Tolna
and Baranya counties in Hungary

Introduction: Plasma cell myeloma is a hematological malignancy with heterogeneous genomic landscape and diverse
clinical course. Recurrent chromosomal and subchromosomal aberrations commonly occur in this entity and are as-

sociated with the pathogenesis and progression of the disease. The identification of these alterations aids genetic
characterization, classification and prognostication of patients.
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Aim: Molecular cytogenetic investigations of plasma cell myeloma patients treated at the University of Pécs Clinical
Center and Jdnos Balassa County Hospital of Tolna County, Szekszird, between 2005 and 2018 were evaluated in
our study.

Method: 231 patients were screened for genetic aberrations using fluorescence n situ hybridization. Translocations
involving the immunoglobulin heavy chain gene, losses of 1p and 17p chromosome arms, gains of 1q chromosome
arm and unbalanced aberrations of chromosome 13 were investigated. Losses and gains of 1p, 1q, 5q, 12p, 13q, 16q
and 17p chromosome arms were analyzed using multiplex ligation-dependent probe amplification in 42 patients.
During the investigated period, 116 bone marrow karyotyping was also performed.

Results: In total, 233 genetic aberrations were identified using our targeted approaches; the frequency of specific
aberrations correlated with data of the recent literature. Concordance of results gained by fluorescence in situ hy-
bridization and multiplex ligation-dependent probe amplification was 96.2% by analyzing the same chromosome
arms. The latter technique revealed 21 additional genetic aberrations in 16,/42 patient samples (38%) as compared
to fluorescence i situ hybridization.

Conclusions: Our results suggest that the combined application of the two molecular cytogenetic methods may fa-
cilitate a more detailed characterization of genetic aberrations of plasma cell myeloma patients in Hungary.

Keywords: oncohematology, plasma cell myeloma, molecular cytogenetics, FISH, MLPA
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Roviditések

BAC = (bacterial arteficial chromosome) bakteridlis mestersé-
ges kromoszoma; DNS = dezoxiribonukleinsav; FISH = fluo-
reszcens i sitw hibridizacié; IGH = (immunoglobulin heavy
chain gene) immunglobulin-nehézlanc-gén; IMWG = (Inter-
national Myeloma Working Group) Nemzetkézi Myeloma
Munkacsoport; LDH = (low-density lipoprotein) alacsony st-
rliségii lipoprotein; MLPA = (multiplex ligation-dependent
probe amplification) multiplex ligatiofiiggd szondaamplifika-
ci6; PCM = (plasma cell myeloma) plazmasejtes myeloma;
WHO = (Word Health Organization) Egészségiigyi Vilagszer-
vezet

A plazmasejtes myeloma (plasma cell myeloma — PCM)
termindlisan differencidlt B-sejtek koros mértékd felsza-
porodisival jaré, jelenleg gyégyithatatlan onkohemato-
l6giai betegség [1]. A PCM valtozatos genetikai hatte-
rére jellemzdéek a reciprok kromoszématranszlokaciok,
a kiegyensulyozatlan genetikai aberriciékhoz vezetd
szambeli és szerkezeti (strukturalis) kromoszématobble-
tek, illetve -vesztések, valamint a pontmutaciok [2, 3].
Az egyes abnormalitisoknak, illetve azok kombinéci6i-
nak kimutatdsa segiti a PCM-ben szenvedd betegek ge-
netikai jellemzését, klasszifikacidjit és prognosztikai be-
sorolasiat [4, 5]. A Kklinikai gyakorlat szempontjabol
legjelentSsebb, kedvez&tlen korlefolydssal tarsuld geneti-
kai aberriciok a t(4;14)(pl16;32) (IGH-FGFR3/MMSET
génfazid) és (14;16)(q32;923) (IGH/MAF génfuzid)
transzlokaciok, valamint a TP53-gén deletidja és az 1-es
kromoszéma strukturilis eltérései.

A kromoszomadlis aberriciok feltardsat célzé, konven-
cionalis citogenetikai vizsgalatok soran nyert adatok ér-

telmezése PCM esetében nagy Ovatossigot igényel a
plazmasejtek viszonylag alacsony proliferaciés aktivitdsa
miatt, mely gyakran vezet dlnegativ vagy csokkent repre-
zentativitdsi eredményhez. A PCM diagnosztikajaban
ezért széles korben elterjedtek az interfizisban 1év§ sej-
tek magjain végzett célzott, fluoreszcens iz sitn hibridi-
zacids (FISH-) vizsgalatok [6]. Bar a FISH nem alkalmas
a PCM-re jellemz6, gyakran komplex kromoszémaat-
rendezédések atfogd feltardsara, feloldoképessége lehe-
tové teszi szamos, kariotipizalassal kimutathatatlan *driv-
er’ aberracié detektilasit nagyszami sejtben, ezzel
biztositva egyedi sejtalapt, ugyanakkor magas reprezen-
tativitast analizist. A FISH-tesztek hatékony elvégzésé-
nek leggyakrabban jelentkezé akaddlya a vizsgalando
myelomds csontveldi aspirdtum vérrel vald higuldsa miatt
bekovetkezd alacsony plazmasejtarany, mely a plazmasej-
tek specifikus, magnesgyongyos dusitasival novelhetd
[6].

A Kklinikai diagnosztikaban rutinszinten végzett FISH-
tesztekkel kettd, ritkibban hirom kromoszomalis locus
vizsgilhaté egyidejlleg. Emellett a tesztek egy részénél
az eredmény helyes értelmezéséhez tgynevezett kont-
rollszonda haszndlata is sziikséges, mellyel a vizsgalni ki-
vant régién kiviil ugyanazon kromoszéma egy tivoli sza-
kasza is lathatéva tehetd, ezzel val6jaban tovabb
csokkentve az egyidejileg vizsgilhaté célrégiok szamat.
A multiplex ligatiofiiggd szondaamplifikicié (MLPA)
olyan médszer, mellyel akir 55-60 kiillonb6z6 kromo-
szomalis locus képiaszam-eltérései is detektalhatdok egy
idében [7]. A médszer nem nyujt lehetdséget egyedi sej-
tek vizsgalatira, és megbizhat6 hasznilatihoz 25-30%-
os tumorsejttisztasag sziikséges, ugyanakkor exonszintd
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genomikus felolddsa meghaladja a FISH tipikus, 100 ki-
lobazis—1 megabdzis nagysagrendd feloldéképességét, és
a FISH-hez hasonldéan 24 6ran beliil eredményt szolgal-
tat [8]. El6nyei ellenére az MLPA széles kord alkalmaza-
sa a hazai hematolégiai diagnosztikiban jelenleg még
vdrat magara.

Tanulmanyunkban 6sszesitettiik tobb mint 200 olyan,
rosszindulatd plazmasejtes korképben szenvedd beteg
molekularis citogenetikai eredményeit, akiknek az elmult
13 évben diagnosztikus mintai érkeztek a Pécsi Tudo-
manyegyetem Pathologiai Intézetébe Baranya, illetve
Tolna megyébdl. A teljes betegpopulacion elvégzett
FISH-vizsgilataink mellett a betegek egy részén tesztel-
tiik az MLPA-technika hatékonysagit is, lehetGvé téve a
két moédszer lehetSségeinek és limiticidinak kozvetlen
Osszehasonlitasat.

Mobdszer

Tanulmdinyunkba a Pécsi Tudomdnyegyetem Klinikai
Kozpontjiban, valamint a Tolna Megyei Balassa Janos
Korhiz Hematolégiai Osztilyan, Szekszardon, a 2005
és 2018 kozott plasmacytomaval, plazmasejtes myelo-
maval vagy plazmasejtes leukaemidval diagnosztizalt be-
tegeket vontuk be. A diagnoézis az Egészségiigyi Vilag-
szervezet (WHO), illetve a Nemzetkozi Myeloma Mun-
kacsoport (IMWG) ajanlasainak megfelelGen lett megha-
tairozva [9, 10]; a betegek mintdinak szovettani,
immunhisztokémiai, dramlasi citometriai és genetikai
vizsgalatai a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Inté-
zetében torténtek. A betegek tilnyomé tobbségénél
csontveldi aspiratumbdl szarmazo setjszuszpenzidt vizs-
galtunk, masokndl csak csontveléi kenet vagy cristabiop-
szids minta allt rendelkezésre, mig néhany, plazmasejtes
leukémidban szenvedd beteg esetén periférids vért anali-
zéltunk. Amennyiben a CD45, CD19, CD38, CD138 és
CD56 markerekkel végzett dramldsi citometrids mérés a
csontveldi aspiraitumban 20% alatti plazmasejtaranyt iga-
zolt, a mintan plazmasejtdusitist végeztiink CD138-an-
titesttel konjugalt migneses gyongyokkel (BD™ IMag,
BD Biosciences, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok [USA], illetve EasySep™, STEMCELL Technolo-
gies, Vancouver, Kanada). Dusitast kovetSen a plazma-
sejtaranyt Muml immuncitokémiai reakcioval ellendriz-
tiik.

116 minta esetében csontvel6i kariotipizaldsra is sor
keriilt, melynek keretében plazmasejtduasitas nélkiil, 24,
illetve 48 Oras tenyésztést kovetSen legalibb 20 metati-
zis vizsgalatara kertiilt sor G-savozasos technikaval.

Az interfizisban 1év§ sejtmagokon végzett FISH-vizs-
gilatok sorin fluoreszcens szondikkal vizualizaltunk
olyan genomikus locusokat, melyek a plazmasejtes mye-
lomaban jellemz6en megjelens kromoszomalis aberrici-
Ok altal érintettek. Kétszind jeloléssel vizsgaltuk a 13-as
kromoszéma monosomiijat, illetve hossztkar-deletigjat
(Vysis LSI D13S319 SO/13q34 SG szonda, Abbott
Molecular Inc., Lake Bluff, USA), a 17-es kromoszéma
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rovid karjin mutatkozé vesztést (Vysis LSI TP53 SO/
CEP17 SG szonda), az immunglobulin-nehézlinc
(IGH)-gént érint6 atrendez6déseket (Vysis LSI IGH
DC BA szonda), az utébbi pozitivitdsa esetén pedig ha-
rom specifikus IGH-transzlokdciét, tgymint a t(4;14)
(pl6;q32) (IGH-FGFR3/MMSET génftzid, Vysis LSI
IGH/FGFR3 DC DF szonda), a t(11;14)(ql3;q32)
(IGH-CCNDI1 génfazié, Vysis LSI IGH/CCNDI1 XT
DC DF szonda) és a t(14;16)(q32;923) (IGH-MAF
génfuzid, Vysis LSI IGH/MAF DC DF szonda) atren-
dezSdéseket. Az 1-es kromoszoma rovid karjan megjele-
nd vesztést, illetve a hossz( karon mutatkozo tobbletet
kereskedelemben elérhet$ szondaval (LSI 1q21 SG/
SRD 1p36 SO, Kreatech Diagnostics, Amszterdam,
Hollandia) és altalunk létrehozott, az 1p32.2, 1p21 és
1921 régidkra specifikus, bakteridlis mesterséges kromo-
széma (BAC-) alapt szonddkkal vizsgiltuk korabban ko-
zolt protokolloknak megfeleléen [11]. Az MLPA-val
vizsgalt betegek mintiin az MLPA-technikaval latott el-
térések validdcidjaként analizaltuk az 5-6s kromoszéma
rovid és hossza karjainak eltéréseit is (Vysis LSI EGR1
SO/D5823, D5S721 SG DC szonda). A FISH-jelek
mintazatit Zeiss Axiolmager Al mikroszképpal (Carl
Zeiss Technika Kft., Budapest) és hairomdimenziés (3D)
vizsgalatot is lehetévé tevd Zeiss Axioplan 2ie MOT mo-
torizalt citometriai mtszerrel (MetaSystems, Altluss-
heim, Németorszdg) értékeltiik az Eurdpai Myeloma
Network ajanlasainak megfelel6en [6]. Ezeknek megfe-
lel6en minden minta esetében szondakészletenként leg-
alabb 100 sejt vizsgdlatira keriilt sor; a transzlokaciok
esetében 10%-o0s, a szambeli eltérések esetében 20%-os
kiiszobértéket alkalmaztunk.

Az MLPA-reakciokhoz SALSA P425-Al szondakeve-
réket haszniltunk (MRC-Holland, Amszterdam, Hol-
landia); ez 42 olyan szondit tartalmazott, amelyek
PCM-ben visszatéréen megjelend aberraciok dltal érin-
tett kromoszomdlis régidkra specifikusak, tgymint 1p32
(FAF1, CDKN2C, PLPP3 és DABI gének), 1p21,
1q21.3 (CKSI1B-gén), 1q23.3, 5q31.3, 12pl3.31,
13ql4 (RBI és DLEUI/DLEU2 gének), 16ql2
(CYLD-gén), 16q23 (WWOX-gén) és 17pl3 (TP53-
gén). A reakcidkat archivalt sejtekbdl izoldlt DNS-mintd-
kon, korabbi tanulmanyainkbdl ismert médon végeztiik
[11, 12]. A polimeriz-lincreakciéval képzett MLPA-
szonda-termékeket ABI 3730 (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA, USA) kapillariselektroforézis-késziilékkel
szeparaltuk méretiik alapjan. Az elektroferogramok ana-
lizisét és a relativ kopiaszamok meghatirozisit a Cof-
falyser.Net szoftverrel (www.mlpa.com) végeztik. Ge-
nomikus tobbletet 1,3-ndl magasabb, vesztést 0,7-nél
alacsonyabb relativ kopiaszam esetén hatiroztunk meg, a
minta dramldsi citometridval mért tisztasigat is figyelem-
be véve.

A FISH- és MLPA-eredményeket Fisher-féle egzakt
prébaval vetettiik 6ssze, SPSS 15.0 szoftvert haszndlva
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Eredmények

Tanulmdinyunkban 231 beteg molekuldris citogenetikai
eredményeit Osszesitettiik. CsontvelSi aspiratumot 191
betegnél tudtunk vizsgalni, csontvel §bdl szirmazd kene-
tet 4 betegnél, tovabbi 4 betegnél periférias vért analizal-
tunk, mig 32 betegnél kizardlag cristabiopsziis minta dllt
rendelkezésre.

A magneses sejtdusitds a csontvel§i mintak plazmasejt-
aranyat jelentGsen megemelte. 48 esetben kertilt sor a
moédszer alkalmazdsira, amikor a plazmasejtek arinya
nem haladta meg a 20%-ot; az atlagos plazmasejtarany
ezekben a mintdkban 5% volt (0,3-20,0%). A dasitast
kovetSen atlagosan 72%-ra emelkedett a plazmasejtek
aranya (20-100%); csupan hirom esetben (6,7%) maradt
az érték 30% alatti, a dasulds mértéke atlagosan tizen-
nyolcszorosnak bizonyult (1. 4bra). A magasabb plaz-
masejttartalom a FISH- és MLPA-vizsgilatok megbizha-
t6 értékelését jelentGsen fokozta, néhany minta esetében
pedig kifejezetten a dasitds tette lehet6vé az Gsszes gene-
tikai vizsgalat sikeres elvégzését aziltal, hogy 30% folé
emelte az abnormalis sejtek aranyat.

A 116 elvégzett csontvelSi kariotipizalas kozil 11
(9%) esetben nem sikeriilt értékelhet6 metafizist nyerni,
67 (58%) esetben klondlis citogenetikai eltérés nem volt
kimutathaté. Nyolc (7%) esetben a FISH-vizsgilatok so-
ran is megfigyelt eltérések igazolédtak, mig 30 (26%)
esetben a FISH-tesztek dltal nem vizsgalt klonalis aber-
racidk is mutatkoztak (2. abra). Az utdébbi mintik koziil
17-ben (15%) hairomnal tobb, egymastdl fiiggetlen elté-
rés is kimutathat6 volt, melyek koziil legalabb az egyik
strukturdlis aberraciénak felelt meg (komplex karioti-

pus).
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Dusités el6tt Dusitas utan
1. dbra Plazmasejtdisitis magneses sejtszepardlassal. 48 minta esetében
mdgneses sejtszepardldssal dtlagosan 5%-os plazmasejtaranybol
72%-o0s tisztasagl sejtszuszpenziot sikeriilt nyerni. Valamennyi
esetben 20% feletti plazmasejt-koncentriciot lehetett biztositani
a tovabbi genetikai vizsgilatok céljara
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Nem informativ

Negativ

Pozitiv, FISH-sel azonos
Pozitiv, addicionalis informacio

2. 4dbra Csontveldi kariotipizilds eredményei plazmasejtes myelomdban.

116 diagnosztikus minta esetében kertilt sor kariotipizdldsra, 11
esetben nem sikertilt értékelhetd metafizisokat nyerni, 67 eset-
ben nem igazolddott klonilis citogenetikai aberricié. Nyolc
minta esetében a FISH sordn ldtottakkal azonos eltérések igazo-
lédtak, 30 esetben (25,9%) azonban FISH-sel nem észlelt gene-
tikai abnormalitdsok is kimutathat6k voltak

A teljes beteganyagon eclvégzett FISH-vizsgalatok
credményeit az 1. tdblizar foglalja 6ssze. Az IGH-
transzlokaciot hordozé betegeken belil kozel azonos
gyakorisaggal mutatkoztak az IGH-CCNDI (26,8%) és
az IGH-FGFR3/MMSET (24,7%) génfaziét hordozéd
esetek, mig IGH-MAF-pozitivitast a betegek 10,7%-
aban figyeltiink meg. Az 1q kromoszémakar tobbletét, a

1. tablazat | FISH-vizsgdlattal kimutatott aberricidk gyakorisiga

Aberricio Gyakorisdg
IGH-gén-torés 40,7%
t(4;14)(pl6;q932) 10,0%
t(11;14)(q13;q32) 11,0%
t(14;16)(q32;q23) 4,3%
t(14;2)(q325?) 15,3%
del(1p) 8,8%>
gain(1q) 39,8%
-13/del(13q) 42,0%
del(17p) 9,0%

! IGH-transzlokdcioval kapcsolatban 209 beteg esetében rendelkez-
tiink adattal, az 1p/1q strukturalis eltérést 215, a 13-as kromoszéma
eltérését, illetve a 17p-deletiot 224 beteg esetében vizsgaltuk.

*Kereskedelmi forgalomban elérhetd szonddval nyert eredmény.

del = deletio (vesztés); FISH = fluoreszcens i situ hibridizicio; gain =
tobblet; IGH = immunglobulin-nehézlinc-gén; t = transzlokacié
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13-as kromoszéma abnormalitdsait, valamint a 17p kro-
moszémakar vesztését az irodalomban ismert gyakorisa-
gokhoz hasonlé arinyban mutattuk ki, mig az 1p kro-
moszomakar strukturalis vesztése elmaradt a korabbi,
DNS-microarray-alaptt nemzetkézi tanulmanyok alapjin
feltételezett tartomdnytél. Ennek legvalészintibb oka
abban keresendd, hogy az alkalmazott, kereskedelmi for-
galomban elérhet§ FISH-szonda az 1p36 kromoszéma-
locust vizualizalta, mig az 1p-vesztés gyakran lokalizalé-
dik az 1p32, 1p31 vagy 1p21 régidkra. A myeloma
FISH-diagnosztikdja sorin gyakran megjelend jellemz§
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aberraciés jelmintdzatokat, valamint néhdny dltalunk
megfigyelt, ritkibb alternativ jelmintdzatot szemléltet a
3. dbra.

MLPA-médszerrel 57, DNS-vesztéssel vagy tobblet-
tel /sokszorozddissal jard, kiegyensulyozatlan aberraciét
azonositottunk 42 beteg csontvel6mintdjaban. A bete-
gek tobb mint felében mutatkozott a 13-as kromoszé-
mit érint§ monosomia vagy strukturdlis vesztés, melyet
csokkend gyakorisiggal kovetett az 1-es kromoszéma
hosszt karjianak tobblete, révid karjanak vesztése, az
5-0s kromoszéma hosszt karjanak tobblete, a 16-os kro-

A

3. 4bra
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Abnormalis FISH-jelmintdzatok plazmasejtes myelomdban. A) Az immunglobulin-nehézlanc (IGH)-gén torésére utal6 disszocidcids jelmintazat.
Intakt allélok esetén a zold és piros szonddk kdzvetleniil egymds mellett helyezkednek el a torésponti régié két oldalan, normalis sejtmagokban igy a
két allélnak megfelelGen 2 fzids jelet eredményezve (2F mintdzat). Pozitiv sejtmagokban az egyik allél interkromoszomalis transzlokacidja kovetkez-
tében a térésponttdl centromerikus, illetve telomerikus irdnyban elhelyezkedd szonddk kiilonb6z8 kromoszémdkra helyezédnek, ezdltal térben elta-
volodnak egymastdl, az 1 fzi6s (1F) mellett 1 piros (1P) és egy zold (1Z) jelet létrehozva (1F1P1Z mintazat). B) IGH-CCNDI génfazidhoz veze-
t6 reciprok transzlokici6 a 11-es és 14-es kromoszomdk hossza karjai kozott. A duplaftiziés szondakészlet nagy kiterjedés piros és zold szondai a
CCNDI-(11ql3), illetve az IGH- (14q32) gén torésponti szakaszait fedik le teljesen, normalis sejtmagokban 2P27Z jelmintizatot létrehozva. Transz-
lokécié esetén egy-egy piros és zold szonda kettéhasad, a torésponttdl distalisan elhelyezkedd kromoszémaszakaszok kicserélédnek, igy az eltérd szind
szondafragmentumok kolcsonosen egymds mellé helyez8dnek, fuzionalnak (2F1P1Z mintizat). C) IGH-CCNDI génfazi6é kimutatisa duplafazids
szonddval tetraploid kromoszémakészletli betegben (4F2P2Z mintizat). D) IGH-CCNDI génflzié kimutatdsira iranyul6 vizsgalat, mely végiil
CCNDI-amplifikici6 jelenlétét igazolta (5P27Z mintazat). E) IGH-FGFR3/MMSET génttziéra utalé duplataziés 2F1P1Z jelmintizat (IGH: zold,
FGFRa3: piros jel). F) IGH-FGFR3/MMSET-pozitivitist, valamint a fzi6s gén képiaszimnyerését igazolé 3F1P1Z jelmintizat. G) IGH-MAF gén-
faziot jelz6, tipikus duplafiziés 2F1P17Z jelmintazat (IGH: zold, MAF: piros jel). H) IGH-MAF génfuziét, a tazids gén kopiaszamnyerését, illetve a
transzlokdciéban nem érintett MAF-allél vesztését vizualizild, atipikus 3F1Z jelmintazat. I) 1p36-locus-vesztésre (piros jel), valamint 1q21-allél-nye-
résre (z6ld jel) utalé 1P37Z jelmintazat. J) A 13-as kromoszémdn bekovetkezett strukturalis monoallélikus vesztés 1P2Z jelmintazattal (13q14: piros
jel, 13qter: zold jel). K) A 13-as kromoszéma monosomidja 1P1Z mintdzattal. L) A 17-es kromoszémin 1évé TP53-gén (piros szigndl) monoallélikus
hidnya, ugyanazon kromoszéma megtartott szimu centromerikus régioja (zold jel) mellett. A sejtmagok kék héttérfestését 4',6-diamidino-2-fenilin-
dollal (DAPT) végzett teljes DNS-festés biztositotta. (Objektiv: 63x.) A fotdk a Pécsi Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetében késziiltek
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2. tablazat MLPA-vizsgélattal kimutatott aberriciék gyakorisaga 42 beteg
diagnosztikus mintdjaban
Aberricié Gyakorisag
del(1p) 30,9%
gain(1q) 452%
gain(5q)* 28,6%
del(12p) 16,7%
-13/del(13q) 52,4%
del(16q) 19,0%
del(17p) 9,5%

*A FISH-validdlds teljes kromoszématobblet jelenlétét igazolta.

del = deletio (vesztés); FISH = fluoreszcens 2 situ hibridizicid; gain =
tobblet; MLPA = multiplex ligatiofiigg$ szondaamplifikicio

moszéma hossza karjanak vesztése, valamint a 12-es és
17-es kromoszémdk rovid karjainak vesztése (2. tabla-
zat). Emellett 3 betegben az 5q kromoszémakar veszté-
sét, illetve 1 betegben a 16q kromoszémakar tobbletét
azonositottuk.

Az MLPA- és FISH-eredményeket a mindkét mod-
szerrel vizsgalt 42 betegben, 5 kromoszémakar (1p, 1q,
5q, 13q, 17p) vonatkozédsiban tudtuk 6sszehasonlitani.
A 210 (42 x 5) adatpontbdl 202 esetben egyezett meg a
vizsgilatok eredménye, ami 96,2%-o0s konkordancidnak
telel meg (3. tiablizat). Az 1p kromoszémakar vizsgila-
tandl tapasztalt nagymértékid egyezést az ennél a 42 be-
tegnél specifikusan validaciés célbol alkalmazott, BAC-
klén-alaptt  FISH-vizsgilat is segitette. A 8 eltérd
eredmény koziil 5-nél a FISH-teszt mutatott ki pozitivi-
tast az 1q, 5q, 13q és 17p kromoszémakarokon; az
MLPA negativ eredménye nagy valészintiséggel a min-
tak 30%-ot meg nem haladé plazmasejttisztasiginak volt
koszonhetS. Harom esetben kizdrélag az MLPA fedett
fel aberraciot, két betegben az 1p kromoszémakar azon
régidjiban, melyet egyik alkalmazott FISH-szonda sem
fedett, egy betegben pedig a 17p kromoszémakar olyan
rovid szakaszan mutatva ki eltérést, mely a FISH-vizsga-
lat feloldoképességét nem érte el. Osszességében az
MLPA 21 olyan aberriciét mutatott ki 16 betegben
(38%), melyek az dltalunk végzett FISH-vizsgilatokkal
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rejtve maradtak. Ugyanakkor FISH-analizissel Gsszesen
38 olyan kiegyenstlyozott és kiegyensulyozatlan aberra-
ciét mutattunk ki a 42 betegben, melyeket az alkalma-
zott MLPA-kittel nem voltunk képesek detektilni. To-
vabba, a FISH-validicié sorin az MLPA-teszt alapjan
5q-tobbletnek mutatkozé aberriciék mindegyikérdl ki-
deriilt, hogy val6jaban aneusomia, szambeli kromoszé-
matobblet dll az eltérés hitterében.

Megbeszélés

A PCM terapidja jelentSs fejlédésen ment keresztiil az
elmult két évtizedben, a betegek talélési esélyei jelents-
sen javultak az 4j terdpids lehetGségeknek koszonhetSen
[13]. A proteoszémagitlok és immunmodulitorok
kombinalt, illetve egymast kovet$ alkalmazasaval a var-
haté median talélés a korabbi ,kemoterapias” korszak-
ban elérhetd, atlagosan 3—4 évrdl 7-8 évre nétt. Mind-
ezek ellenére a PCM tovdbbra is valtozatos klinikai
lefolyast mutat, és a betegek 15-20%-a még mindig 2
éven beliill meghal a betegség progresszidja kovetkezté-
ben [14]. A PCM kezelésének viltozasihoz szorosan
tarsult a betegség bioldgiai, ezen beliil genetikai hatteré-
nek alaposabb megismerése [2, 15, 16]. Szimos tanul-
many talalt egyértelm Osszefiiggést a PCM valtozatos
progresszidja, klinikai lefolyasa, az egyes gyogyszerek
mellett észlelt terapids valasz és az egyes betegek altal
mutatott eltéré genetikai hattér kozott [5, 17-20]. En-
nek nyoman az IMWG jelenlegi ajanlasai az emelkedett
LDH, csokkent szérumalbumin és magas béta-2-mikro-
globulin paraméterek mellett magukban foglaljik prog-
nosztikailag meghatarozénak tiing, tipikusan FISH-sel
kimutatott markerek vizsgilatat is, mint a del(17p), a
t(4;14) és a t(14;16), valamint Gjabban az 1-es kromo-
széma hossz karjinak tobblete [10, 21, 22]. Ezzel
osszhangban a hazai hematoldgiai gyakorlatban is igé-
nyelt az adott esetben akir terapids dontést is meghata-
roz6 aberraciok kimutatdsa, mint a t(4;14) (IGH-FG-
FR3/MMSET génfazid), a t(14;16) (IGH-MAF
génfazid) és a del(17p) (TP53-gén-vesztés); klinikai
szempontbol ezenkiviil fontosnak tartjak az 1q kromo-
szomakar tobbletének, illetve az 1p kar vesztésének vizs-
gilatatis [13].

3. tablazat | A FISH- és az MLPA-eredmények 6sszehasonlitisa
FISH
del(1p) gain(1q) gain(5q) -13/del(13q) del(17p)
Poz Neg Poz Neg Poz Neg Poz Neg Poz Neg

Poz 11 2 19 0 12 0 22 0 3 1
MLPA

Neg 0 29 1 22 2 28 1 19 1 37
Konkordancia 95,2% 97,6% 95,2% 97,6% 95,2%

del = deletio (vesztés); FISH = fluoreszcens iz situ hibridizacio; gain = tobblet; MLPA = multiplex ligatiofiiggd szondaamplifikicid; Neg = nega-

tiv; Poz = pozitiv
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A PCM Kklinikai menedzsmentjének szempontjabdl re-
levansnak gondolt genetikai aberraciok szima még min-
dig egyre névekvd tendenciat mutat, amire a rutin pato-
l6giai diagnosztikinak bizonyos mértékben, a hazai
kezelési lehetGségeket és finanszirozasi kereteket is figye-
lembe véve, valaszolnia kell. Ezzel a szandékkal tortént
meg a FISH-moédszer céltudatos bevezetése a PCM di-
agnosztikajaba, mellyel a leggyakoribb kiegyensulyozott
transzlokaciok és kiegyensualyozatlan képiaszdm-eltéré-
sek specifikusan kimutathatok. A jelen tanulmdnyban be-
mutatott, tObb mint egy évtized alatt Osszegydjtott
FISH-eredmények nagymértékii egyezést mutatnak ko-
rabbi, nemzetkozi tanulmanyok keretében nyert adatok-
kal, mind a vizsgilt IGH-transzlokiciék gyakorisiga,
mind a képiaszamvesztések és -tobbletek el6fordulasa
tekintetében [3, 20]. Az egyetlen kivétel ez alél az 1p-
deletio volt, melynek optimalis vizsgilatahoz a jovGben
alternatfv szonda vagy akar tobb szonda pirhuzamos
hasznilata is sziikséges lehet az egyes betegekben elGtor-
dulé aberricidk jelentSsen eltérd lokalizdcidja miatt.
Technikai szempontbdl elmondhaté, hogy a FISH egya-
rant alkalmazhaté csontvel6i aspiritumon és periférias
vérmintin, ha pedig reprezentativ mintaként csupan cris-
tabiopszids anyag 4ll rendelkezésre, szoveti koriilmények
kozott is.

A FISH-analizis lehet&ségeit azonban korlitozza,
hogy a kereskedelmi forgalomban elérhet§ szondik
tobbsége reakcidnként csak egyetlen aberracié kimutatd-
sat teszi lehetvé, a rendelkezésre dll6 sejtszuszpenzid/
szOovetminta mennyisége pedig gyakran limitalt. Ez kiilo-
nosen igaz olyan esetekben, amikor a minta alacsony
tisztasidga miatt plazmasejtdusitasra van sziikség. A mag-
neses plazmasejt-szelekciéval nyert eddigi tapasztalata-
ink arra utalnak, hogy a médszer valéban képes jelents-
sen novelni a vizsgilandé sejtszuszpenzid tisztasigat,
ezéltal lehet6vé téve informativ genetikai vizsgalatok el-
végzését. Az eljards azonban jelent&sen csokkentheti a
minta mennyiségét, ezért a betegek hatékony genetikai
karakterizaldsihoz sziikség lehet olyan mddszerek alkal-
mazasara is, melyekkel tobb genomikus locus vizsgalhaté
egyidejtleg.

A kariotipizalas sordn lehet8ség nyilik a teljes genom
vizsgalatira, azonban a myelomasejtek korlitozott te-
nyészthetSsége és in vitro sériillékenysége miatt a vizsga-
lat korlatozott szereppel bir a plazmasejtes myeloma
diagnosztikdjiban. Specidlis tenyésztési koriilmények
nélkil a vizsgalat gyakran nem reprezentativ, hiszen a
mintiban 1év6, nem neoplasztikus vérképzé sejtek gyak-
ran talnévik a neoplasztikus sejteket. Kariotipizdldssal
azonban lehet6ség nyilik a teljes kromoszomakészlet at-
fogd analizisére, ezdltal olyan eltérések is felismerhetSk
vele, melyek kimutatdsat a rutindiagnosztikaban alkal-
mazott célzott vizsgalatok nem teszik lehetévé. A minta-
ink 15%-dban észlelt komplex kariotipus megjelenése
megfelel az irodalomban kozolt gyakorisagnak; a jelen-
ség plazmasejtes myelomaban is kedvezGStlen prognézis-
sal tarsul [23]. A fentiek értelmében a célzott mddszerek
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hasznélata mellett a csontvelSi mintdk kariotipizalasanak
is van hozzaadott értéke a plazmasejtes myeloma geneti-
kai diagnosztikdjiban.

A teljesgenom-szint{i analizist biztositd, microarray-
alapu és 4j generacios szekvenalasi technikik magas kolt-
sége jelenleg nem teszi lehetévé azok széles kord alkal-
mazasit a hazai molekularis patologiai diagnosztikaban.
Az MLPA ebben a kornyezetben kézenfekvs alternativa-
nak tlnik koltséghatékonysaga, valamint viszonylag egy-
szerd és gyors kivitelezhetGsége miatt. A modszer alkal-
mas a jelenlegi hazai kezelési protokollok mellett
potencialis jelent&séggel bird dsszes kiegyenstlyozatlan
aberraci6 egyidejli kimutatdsara, ezdltal egyértelmten
segithetné a PCM-ben szenved6 magyar betegek mintd-
inak atfog6bb genetikai karakterizalasit. Ezenkiviil ered-
ményeink alapjian az MLPA genomikai felolddsa néhany
esetben lehet6vé teheti olyan kis kiterjedésd aberraciok
kimutatasit is, melyek FISH-sel nem detektalhatdk, igaz,
a reakcié elvégzéséhez a FISH-nél megszokotthoz ké-
pest valamivel magasabb mintatisztasag sziikséges (30%
versus 20%), ami a plazmasejtek magneses dusitisival az
esetek tobb mint 90%-dban elérhet§. Ugyanakkor a
FISH képes a PCM genetikai karakterizilasa szempont-
jabdl kiemelt jelent6séggel bird kiegyensulyozott transz-
lokaciok kimutatasara, valamint egyedi sejtszint{ vizsga-
latra, mely segithet a myelomas sejtpopulacié betegeken
beliili heterogenitasinak, klonalis evoltcids folyamatai-
nak feltérképezésében [24, 25]. A kariotipizalds mellett a
joveben ezért célunk a FISH és az MLPA egyiittes pros-
pektiv alkalmazasa folyamatosan boviilé betegpopulici-
6nkon, valamint az igy nyert citogenetikai és molekularis
citogenetikai adatbizis dsszevetése a betegek altal muta-
tott klinikai manifeszticiéval és terdpids vilasszal.

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirasihoz kapcsolo-
d6 munkat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovicios
Hivatal — NKFIH, K_16-119950, NVKP_16-1-2016-
0004 és KH_17-126718 szamu palyazatai, a Magyar Tu-
domidnyos Akadémia Lendiilet Programjanak LP95021.
szdma palyizata és Bolyai Janos Kutatdsi Osztondi
programja, valamint az Emberi Eréforrasok Minisztériu-
ma UNKP-18-4-SE-62-es kodszamt Uj Nemzeti Kiva-
l6sagi Programja timogatta. Az MLPA-vizsgilatokhoz a
szondakeveréket az MRC-Holland bocsatotta a szerz&k
rendelkezésére.

Szerzoi munkamegosztas: A. D., K. B.: A tanulminy meg-
tervezése és feliigyelete. K. Sz.: Az adatok Osszegytjtése
és kiértékelése. H. B., H. D., K. L., Sz. E., J. P., A. H.,
Sz. K., A. D., K. B.: A vizsgilatok elvégzése és az adatok
kiértékelése. K. Sz., A. D., K. B.: A kézirat megirasa.
A cikk végleges viltozatat valamennyi szerzé elolvasta és
jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzSknek a kozleményhez kapesolédéd
kozvetlen érdekeltségeik nincsenek.

2019 m 160. évfolyam, 24. szam

ORVOSI HETILAP



Irodalom

[1] Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, et al. The 2016 revision of
the World Health Organization classification of lymphoid neo-
plasms. Blood 2016; 127: 2375-2390.

[2] Walker BA, Leone PE, Chiecchio L, et al. A compendium of
myeloma-associated chromosomal copy number abnormalities
and their prognostic value. Blood 2010; 116: e56—¢65.

[3] Morgan GJ, Walker BA, Davies FE. The genetic architecture of
multiple myeloma. Nat Rev Cancer 2012; 12: 335-348.

[4] Rajkumar SV. Multiple myeloma: 2016 update on diagnosis,
risk-stratification, and management. Am ] Hematol. 2016; 91:
719-734.

[5] Boyd KD, Ross FM, Chiecchio L, et al. A novel prognostic mod-

el in myeloma based on co-segregating adverse FISH lesions and

the ISS: analysis of patients treated in the MRC Myeloma IX

trial. Leukemia 2012; 26: 349-355.

Ross FM, Avet-Loiseau H, Ameye G, et al. Report from the Eu-

ropean Myeloma Network on interphase FISH in multiple mye-

loma and related disorders. Haematologica 2012; 97: 1272-

1277.

Homig-Hoélzel C, Savola S. Multiplex ligation-dependent probe

amplification (MLPA) in tumor diagnostics and prognostics. Di-

agn Mol Pathol. 2012; 21: 189-206.

[8] Kiss R, Kosztoldnyi S, Gingd A, et al. Multiplex ligation-depend-
ent probe amplification in oncohematological diagnostics and
research. [ Multiplex ligatiofiiggé szondaamplifikicié az onkohe-
matolégiai kutatdsban és diagnosztikiban.] Orv Hetil. 2018;
159: 583-592. [Hungarian |

[9] McKenna RW, Kyle RA, Kuehl WM, et al. Plasma cell myeloma.
In: Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, et al. (eds.) WHO Clas-
sification of tumours of haematopoictic and lymphoid tissues.
Mature B-cell neoplasms: plasma cell neoplasms. 4th edn. Inter-
national Agency for Research on Cancer, Lyon, 2008; pp. 202—
208.

[10] Rajkumar SV, Dimopoulos MA, Palumbo A, et al. International
Myeloma Working Group updated criteria for the diagnosis of
multiple myeloma. Lancet Oncol. 2014; 15: ¢538-¢548.

[11] Alpar D, de Jong D, Holczer-Nagy Z, et al. Multiplex ligation-
dependent probe amplification and fluorescence in situ hybridi-
zation are complementary techniques to detect cytogenetic ab-
normalities in multiple myeloma. Genes Chromosomes Cancer
2013; 52: 785-793.

[12] Kosztolanyi S, Kiss R, Atanesyan L, et al. High-throughput copy
number profiling by digital multiplex ligation-dependent probe
amplification in multiple myeloma. J] Mol Diagn. 2018; 20: 777—
788.

[6

—

[7

—

EREDETI KOZLEMENY

[13] Varga G, Mikala G, Viar6czy L, et al. Management of multiple
myeloma in Hungary in 2016. [A myeloma multiplex megko-
zelitése Magyarorszagon 2016-ban.] Orv Hetil. 2016; 157:
123-137. [Hungarian]

[14] Avet-Loiseau H. Ultra high-risk myeloma. Hematology Am Soc
Hematol Educ Program 2010; 2010: 489-493.

[15] Bolli N, Avet-Loiscau H, Wedge DC, et al. Heterogeneity of
genomic evolution and mutational profiles in multiple myeloma.
Nat Commun. 2014; 5: 2997.

[16] Walker BA, Boyle EM, Wardell CP, et al. Mutational spectrum,
copy number changes, and outcome: results of a sequencing
study of patients with newly diagnosed myeloma. J Clin Oncol.
2015; 33: 3911-3920.

[17] Avet-Loiscau H, Li C, Magrangeas F, et al. Prognostic signifi-
cance of copy-number alterations in multiple myeloma. J Clin
Oncol. 2009; 27: 4585-4590.

[18] Jacobus SJ, Kumar S, Uno H, et al. Impact of high-risk classifica-
tion by FISH: an Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
study E4A03. Br ] Haematol. 2011; 155: 340-348.

[19] Kumar S, Fonseca R, Ketterling RP, et al. Trisomies in multiple
myeloma: impact on survival in patients with high-risk cytoge-
netics. Blood 2012; 119: 2100-2105.

[20] Manier S, Salem KZ, Park J, et al. Genomic complexity of multi-
ple myeloma and its clinical implications. Nat Rev Clin Oncol.
2017; 14: 100-113.

[21] Chng W], Dispenzieri A, Chim CS, et al. IMWG consensus on
risk stratification in multiple myeloma. Leukemia 2014; 28: 269—
277.

[22] Sonneveld P, Avet-Loiseau H, Lonial S, et al. Treatment of mul-
tiple myeloma with high-risk cytogenetics: a consensus of the
International Myeloma Working Group. Blood 2016; 127:
2955-2962.

[23] Nemec P, Zemanova Z, Kuglik P, et al. Complex karyotype and
translocation t(4;14) define patients with high-risk newly diag-
nosed multiple myeloma: results of CMG2002 trial. Leuk Lym-
phoma 2012; 53: 920-927.

[24] Nagy Z, Kajtar B, Jaks6 D, et al. Evolutionary sequence of cy-
togenetic aberrations during the oncogenesis of plasma cell dis-
orders. Direct evidence at single cell level. Leuk Res. 2011; 35:
1114-1116.

[25] Keats JJ, Chesi M, Egan ]JB, et al. Clonal competition with alter-
nating dominance in multiple myeloma. Blood 2012; 120:
1067-1076.

(Kajtar Béla dr.,
Pécs, Szigeti at 12., 7624
e-mail: belakajtar@yahoo.com)

A cikk a Creative Commons Attribution 4.0 International License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) feltételei szerint publikélt Open Access kdzlemény,
melynek szellemében a cikk barmilyen médiumban szabadon felhasznalhat6, megoszthaté és Ujrakdzolhetd, feltéve, hogy az eredeti szerz6 és a kdzlés helye,
illetve a CC License linkje és az esetlegesen végrehajtott mddositasok feltiintetésre keriilnek. (SID_1)

ORVOSI HETILAP

2019 m 160. évfolyam, 24. szém



