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A kilonb6z6 onkohematoldgiai megbetegedések genetikai
hatterérdl valo ismereteink béviilésének és az Uj célzott
terdpidk megjelenésének készonhetéen a molekuldris ge-
netikai eljarasok mara egyre fontosabb szerepet téltenek
be az onkohematoldgiai betegségek diagnosztikajaban és
kovetésében. A DNS- és RNS-vizsgalatokon alapulg, in situ
hibridizaciés, polimeraz lancreakcids és szekvenalasi el-
jarasok a kiilonboz6 entitdsok diagnosztikajaban, klasz-
a minimalis rezidualis betegség kdvetésében és a megfeleld
célzott terdpia kivalasztasaban is kiemelt szereppel birnak.
A jelen dsszefoglalé az onkohematoldgiai diagnosztikaban
alkalmazott molekularis moédszerek alapjait és alkalmazasi
teriileteit tekinti at. Magyar Onkoldgia 60:88-98, 2016

Kulcsszavak: onkohematoldgia, molekularis diagnosztika,
MRD-monitorozas, célzott terapia
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Owing to our rapidly expanding knowledge on the genetic
background of various oncohematologic diseases and the
introduction of novel targeted therapies, molecular genetic
techniques have been playing an increasingly important role
in the diagnostics and follow-up of hematological malignan-
cies. The various DNA- and RNA-based in situ hybridization,
polymerase chain reaction and sequencing technologies
are of key significance in diagnostics, classification and
prognostic assessment of these diseases, as well as in the
monitoring of minimal residual disease and selection of the
most appropriate targeted therapy. This review provides an
overview on the background and applications of the molec-
ular methods most commonly used in oncohematological
diagnostics.
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BEVEZETES
Atechnoldgiai fejlddés elmult évtizedekben valé felgyorsula-
sanak koszonhetéen szamos onkohematoldgiai megbetege-
dés genetikai hatterét ismertik meg, amia kiilonb6z6 célzott
terdpias megkozelitések megjelenésével parhuzamosan
a molekularis diagnosztikai eljarasok eltérbe keriilését
eredményezte. A limfémak és leukémiak mai napig tarto, egy-
re alaposabb nukleinsavszint( karakterizaldsa molekularis
alapokon nyugvé klasszifikaciok, mutacidalapu prognosztikus
rendszerek és a célzott terapiak hatékonysagat molekularis
szinten monitorozd és eldrejelz6 eljarasok kidolgozasahoz
vezetett. Napjainkra a DNS- és RNS-szint molekularis gene-
tikai modszerek az onkohematologiai kérképek diagnosztikus
algoritmusanak szerves részét képezik, és egyre fontosabb
szereppel birnak bizonyos célzott terdpiak indikalasaban is (1).
A molekularis genetikai vizsgalatok elvégzéséhez nativ,
fagyasztott vagy formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
szovetmintak allnak rendelkezésre, melyeken a sejtalapu
in situ molekularis vizsgalatok mellett, nukleinsav-kivonas
utan nagy érzékenységl molekularis genetikai tesztek is
végezhetbk. Az onkohematoldgidban leggyakrabban perifé-
rids vér, csontveld-aspiratum vagy nyirokcsomd-biopszias
mintak kerilnek feldolgozasra, de a megfeleld eljaras alkal-
mazasaval DNS vagy RNS kivonhaté gyakorlatilag barmilyen
nativ szovetmintabol. Az FFPE mintadk esetében a fixalas
kapcsan a DNS- és RNS-molekuladk fragmentalddnak, ami
miatt a molekularis vizsgalat elvégzése egyes esetekben
nehézségekbe litkdzhet. A nukleinsav-kivonasi eljarasok
fejlédésének kdszonhetden azonban a PCR-vizsgalatok ma
mar az FFPE mintak nagy részében is sikeresen elvégezhe-
téek. Fontos szempont tovabba a nukleinsavak stabilitdsanak
kérdése is. Mig a DNS akar szobahdmérsékleten is stabil, az
RNS instabil makromolekula, igy az RNS-alapu vizsgalatok
sikeres elvégzéséhez kulcsfontossagu a vizsgalati anyagoknak
a mintavételt kovetd 24 6ran belili feldolgozasa.

AZ ONKOHEMATOLOGIAI DIAGNOSZTIKABAN
ALKALMAZOTT MOLEKULARIS MODSZEREK
Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

A FISH a molekularis citogenetika onkohematolégiai diag-
nosztikaban leggyakrabban hasznalt sejtalapi médszere. Az
eljaras soran a minta (interfazisos sejtmag vagy kromoszé-
mapreparatum) altalunk vizsgalni kivant nukleinsavszakasza-
hoz denaturaciét kdvetéen azzal komplementer, ugyanakkor
fluoreszcens festékkel jeldlt, igy lathatdva tehetd szekvenciat
(szonda) kapcsolnak, mely FISH-szignalként azonosithatd (2).
A modszert a diagnosztikaban leggyakrabban DNS-eltéré-
sek kimutatasara hasznaljak, melyhez teljes kromoszéma-
kat, kromoszémakarokat, pericentromérikus régiokat vagy
rovid specifikus genomikus szakaszokat (lokusz) jelolnek
meg és vizsgalnak, altalaban fluoreszcens mikroszkép alatt.
AFISH el8nye a konvencionalis citogenetikaval (kariotipizalas)
szemben, hogy alapvet6en nem igényel sejttenyésztést, bar-
mely citoldgiai vagy hisztolégiai prepardtumon elvégezhetd,
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a kariotipizalas szamara rejtett aberraciok kimutatasara
is alkalmas, valamint megfelel6 preparalasi technika és
miszeres felkésziltség mellett a nyert genetikai adatok
morfoldgiai, fenotipusos, illetve topogréfiai paraméterekkel
is tarsithatok, egyedi sejtek szintjén (3). Ebbdl kdvetkezden
a moédszer a genetikai eltérések sejtszintl kimutatasan tal
alkalmas genetikai heterogenitas feltérképezésére, sét sejt-
vonal-specifikus informacidkkal vald tarsitasra is.

Azinterfazishan lévé sejtek magjaiban végzett FISH (iFISH)
adekvat mddszer mind mennyiségi (deléciok, amplifikaciok,
teljeskromoszéma-nyerések], mind szerkezeti (transzlo-
kacidk, inverzidk] kromoszémaeltérések kimutatasara. Az
iFISH-preparatumok értékelése mikromorfoldgiai vizsga-
latnak tekinthet6, a hibridizalt sejtmagokban megjelend
fluoreszcens jelek szdma és/vagy elrendezGdése alapjan
kovetkeztet az értékel6 egy adott genetikai aberracio meg-
létére vagy hidnyara. Mennyiségi abnormalitdsok esetében
a normalis jelszamtél (diploid sejtek vizsgalatakor ez legy-
gyakrabban kettd) eltéré mennyiségl iFISH-szignal mutat-
kozik. Szomatikus kromoszdmarégidkat, illetve néknél X
kromoszomat vizsgalva, normalis sejtmagokban két iFISH-jel
talalhaté, mig egy, illetve nulla szignal mono-, illetve bial-
lélikus vesztést jelez. Harom vagy tobb FISH-jel a vizsgalt
DNS-szakasz nyerésére-sokszorozédasara utal. Mennyiségi
genetikai eltéréseknél egy, a vizsgalt géntdl tavol elhelyez-
kedd, ugyanazon kromoszémahoz hibridizalé kontroll szonda
segithet a megfigyelt jelmintazat pontos értelmezésében (7.
abra). Transzlokacidk és inverzidk vizsgalatakor a szignalok
szaman tul azok térbeli elrendezddése is fontos informaciot
hordoz. Az Ugynevezett . disszociacios” szondak hasznalatakor
anormalis esetben kozvetleniil egymas mellett elhelyezked§,
kiilonboz6 szind jelek szétvalasa utal abnormalitasra, mig
a .fuziés” szonda stratégidk a normalisan egymastol tavol
elhelyezkedd, eltérd szinli jelek egyesiilésével [fuzid) jeleznek
pozitivitast (1. dbra).

Az onkohematoldgiai diagnosztika soran a beteganya-
gok vizsgalata legtobbszor 200 sejtmag értékelését foglalja
magaban. Betegek nyomon kovetése szempontjabél fontos
a diagnosztikus mintaanaliziskor meghatarozni az adott
betegségre jellemzd iFISH-mintazatot, melyet addicionalis
eltérések tovabb médosithatnak (pl. transzlokaciok toréspont-
ja melletti intersticialis delécid jelvesztéshez vezethet). Ezen
atipusos pozitiv jelmintazatok alpozitivitasa eltérhet a tipusos
mintazatokétol, melyre rezidualis betegség vizsgalatakor
kilonds figyelmet kell forditani. Az atipusos iFISH-mintazatok
ugyanakkor értékes tébbletinformaciot is szolgaltathatnak
a betegségek klonalis evolucids folyamatairél (4], mely példa
jol szemlélteti, hogy bar célzott vizsgalatrol van sz6, a mad-
szer nem csak eldontendd (igen-nem) kérdésekre ad valaszt.

Polimeraz lancreakcio (PCR) és annak tipusai

Az egyre modernebb technoldgiak megjelenésének ellenére,
avizsgalat gyorsasaga és alacsony mintaigénye miatt a DNS-
és RNS-szint{ molekularis eljarasok donté tobbsége napja-
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1. ABRA. Kiegyenstlyozatlan kromoszémaaberraciok (b-f] és kiegyen-
sulyozott transzlokacidk (g-i) 4ltal el8idézett leggyakoribb iFISH-minta-
zatok. (a) Mennyiségi eltéréseket vizsgalva, normalis diploid sejtmagok-
ban legtobbszor 2-2 szignal jelzi a vizsgalt és a kontroll DNS-szakasz
érintetlenségét. (b) Monoallélikus delécié. (c) Biallélikus delécid. (d)
Monoszémia. (e) Amplifikacié. (f) Triszomia. Transzlokacidk iFISH
technikaval torténd detektaldsanak gyakorlati lehet6ségei: (g) Disz-
szociacids szonda kombinacid hasznélatakor a piros és a zold szondak
a transzlokacidban részt vevé két kromoszdma egyikén, a térésponti
régio két oldalan elhelyezkedd szakaszokkal hibridizalnak. A szignalok
térbeli eltavolodasa a jelolt kromoszdma torésére, atrendezédésben
valo érintettségére utal. Ez a szondatipus féleg azon gének vizsgalata-
kor hasznos, melyek sok kiilonbozé transzlokacids partner génnel fuzi-
onalhatnak (pl. MLL gén). (h) A fUzids extraszignalos szondakombinacié
alkalmazasakor a piros és z6ld szin(i szondak a transzlokacié eredmé-
nyeképpen egymas mellé keriil§ régidkkal hibridizalnak. A transzloka-
ciéban részt vevé egyik kromoszoma téréspontjat atfedi a szonda, igy
a fuzids (gyakran sarga) szignal mellett egy kisebb méret(i extraszignal
is keletkezik, melynek figyelembevételével a random jelkolokalizacid
okozta alpozitivitds 1-2%-ra csokkentheté. (i) Dupla fuziés szondakom-
binacié esetén az atrendezédésben részt vevé mindkét kromoszoma
torésponti régiot atfedé szondaval van jeldlve. A transzlokacié eredmé-
nyeképpen két fuzids szignal jelenik meg a sejtmagban a folyamatban
részt nem vett allélokat jelzé piros és zold jelek mellett, mely az &l-
pozitivitast 1% ala szoritja. A kék korok a sejtmagokat, a bennik lévé
kisebb piros és zold kérdk pedig az iFISH-szignalokat szimbolizaljak.
Legalul az adott szondakra jellemz6, tipikus jelmintazatok lathatdak,
tobbszords dtrendez6dés esetén azonban ettdl eltérd mintazatok is el6-
fordulhatnak. F, P, Z: fUzids, piros és z6ld jelek szdma

inkban is a polimeraz lancreakcié (PCR) modszerén alapul,
amellyel megfelelé mennyiség( kiindulasi minta esetén akar
104-10 érzékenység is elérhet6. A PCR-alapu vizsgalatok-
kal a genomot érinté szerkezeti eltérések, pontmutaciok és
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génexpresszids valtozasok egyarant vizsgalhatoak. El6bbiek
vizsgalata DNS-szinten, mig az utdbbi valtozasok vizsgalata
RNS-szinten torténik.

A PCR tetsz6leges génszakaszok in vitro felsokszoro-
zasara alkalmas maddszer, amit a nyolcvanas évek elején
dolgoztak ki. A kivalasztott DNS-szakasz specificitasat az
adott régioét hatarold szekvenciakkal komplementer oligonuk-
leotidok, Un. primerek biztositjak, amelyek 15-25 bazispar
hosszlsagu szintetikus DNS-molekuldk. A PCR az alabbi
harom szakaszra oszthato, amelyek 25-40 ciklus formajaban
ismétlédnek: denaturacio, anellacid és extenzié (2.a abra).
A denaturacid soran a DNS 95 °C kdzelébe torténd hevité-
sével a két komplementer DNS-szal elvalik egymastol, az
anellacio sordn a bazisparosodas szabalyainak megfelelden
a primerek a megfelel6 régiokhoz kotédnek, mig az extenzio
soran a Tag DNS-polimeraz lanchosszabbitast végez, felépitve
a primerek kozétti komplementer DNS-szakaszokat. Mivel
a folyamat ciklikusan ismétlédik, az elkésziilt DNS-molekuladk
mennyisége exponencialisan novekszik, és végeredményben
az eredeti példanyszam akar szazmilliészorosaban van jelen.

A PCR-termékek azonositasa leggyakrabban méret alap-
jantorténik, elektroforetikus elvalasztast kovetéen. A hagyo-
manyos gélelektroforézis soran a termék DNS-molekulak
negativ toltésiiknek megfelelden, elektromos erétér hatasara
a pozitiv pdlus felé vandorolnak, és a gél térszerkezetének
kdszonhetéen méretiik szerint elvalasztédnak (2.b abra).
A PCR-termékek vizualizalasara festékmolekulak (fluorokro-
mok] egész sora all rendelkezésre. A kapillariselektroforézis
esetében az elvalasztas egy vékony kapillarisba toltott speci-
alis gél (polimer) felhasznalasaval térténik, ami lényegesen
finomabb, akar 1 bazisparnyi felbontast is lehet6vé tesz.

A PCR-technika kiilonbdzé tipusainak kdszonhetéen az
eljaras alkalmas kiilonbdz6 szerkezeti eltérések (inszerciok,
delécidk, génatrendez8dések, transzlokaciok), de akar egyet-
len nukleotidot érintd pontmutaciok kimutatdsara is. Sét, az
RNS-alapl PCR-eljarasokkal génexpressziés mérések is ki-
vitelezhet6ek. A PCR egyik tipusa az Gn. multiplex PCR, amely
esetében a reakcidelegy ketténél tobb (3-20) primert tartalmaz,
ami tobb genetikai varians vagy genomikus l6kusz szimultan
vizsgalatat vagy alternativ téréspontok analizisét teszi lehet6-
vé. A multiplex PCR egyik legismertebb alkalmazasi teriilete
a késdbb ismertetésre keriilé limfoid klonalitds kimutatasa,
a T- vagy B-sejt antigénreceptor génatrendezédések vizsgalata.
Az allélspecifikus PCR egy bazist érint6 szerkezeti valtozasok
kimutatasara is alkalmas vizsgalati eljaras. A genetikai variacid
kimutatasara a kiilsé primerpar (2.c dbra, P1, P2) mellett egy,
avarians allélra specifikus primer (P3] alkalmazasaval nyilik
lehetdség. A kiils6 primerparral a vizsgalt génszakasz a vad
tipusu és a varianst hordozé mintaban egyarant amplifikalodik,
ugyanakkor a 3" végén a variaciora specifikus primer esetében
csak a varianst hordozé mintaban térténik amplifikacid. En-
nek megfeleléen a vad tipusui mintaban egyféle termék, mig
a varianst heterozigéta formaban hordozo mintaban kétféle
termék detektalhaté (2.d dbra).
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2. ABRA. A polimeraz lancreakcié (PCR) és a hagyomanyos gélelektroforézis sematikus abrazolasa. (a) A PCR folyamata harom lépésre oszthatd.
1. A denaturdcio soran (94-98 °C-os hémérséklet) a DNS két szala elvalik egymastél. 2. Az anellacio soran (55-65 °C) a .sense” és .antisense” pri-
merek a baziskomplementaritas elve alapjan kapcsolddnak az egyszali DNS-molekula megfeleld szakaszaihoz. 3. Véglil az extenzi6 fazisaban (72
°C) a DNS-polimeraz a templat DNS-nek megfelelen, a primer templat kettds szakasztdl indulva, 5°-3" iranyban elvégzi a ldnchosszabbitast, azaz
(j DNS-szélakat szintetizal. A harom lépés 25-40 ciklus formajaban ismétlédik, ami a vizsgalni kivant DNS-szakasz exponencialis (2") amplifikaci-
6jahoz vezet. (b) A PCR-termékek elvalasztasanak és kimutatdsanak hagyomanyos médszere a gélelektroforézis, melynek soran a DNS-molekulak
elektromos erétérben, negativ toltésiikb6l adédoan, a pozitiv elektrdd felé vandorolnak. Ekdzben a gél térszerkezetének kdszonhetéen méretiik
alapjan is elvalasztédnak (a nagyobb méretl molekuldk lassabban, a kisebbek gyorsabban haladnak a pozitiv pélus felé). A termékek méretét egy
ismert hosszisagl DNS-fragmentumokat tartalmazé marker (.létra”) segitségével hatarozzuk meg. Az allélspecifikus PCR alapelve. (c] Az egy
bazist érinté genetikai varians (pontmutacié, polimorfizmus) kimutatasahoz harom primert hasznalunk. A hagyomanyos kiilsé primerpar (P1, P2)
mellett egy belsd, az adott genetikai variansra specifikus primer is talalhato a reakciéelegyben (P3). Ez az oligonukleotid a 3" végén a variacionak
megfelelé bazist hordozza (jelen esetben egy timin [T]), ezért ez utdbbi primer jelenlétében kizardlag a variaciot hordozé mintaban térténik amp-
lifikacid. A kiils6 primerpar altal kozrefogott régié a mutacié jelenlététél fliggetlenil amplifikalodik, ami a reakcié kontrolljaként (@amplifikacids
kontroll] is szolgal. (d) Egy reprezentativ allélspecifikus PCR-vizsgalat (JAK2V617F mutacid) gélelektroforézis felvétele. Az elsé két minta hordozza
a vizsgalt mutaciot, amire a kontroll termék mellett egy rovidebb, a bels6 primer altal létrehozott termék utal. A masik két minta vad tipusu, mivel
csak a kils6 primerpar esetében tortént amplifikacio.

Az Un. valés idejli mennyiségi PCR (Q-PCR) legféképp gén-
expresszios mérések kivitelezésére alkalmas mddszer. Ennek
soran a vizsgalat RNS-bél indul ki, amibél reverz transzkripcié-
val in. komplementer DNS (cDNS]J késziil, ami templatként
szolgal a késébbi PCR-reakcidohoz. A PCR-késziilékben talal-
haté specidlis optikai rendszernek kdszénhetben lehet6ség
nyilik a PCR-termék ciklusonkénti, valos id6ben torténd de-
tektalasara, ami a PCR-t kovetd elektroforetikus elvalasztast
is sziikségtelenné teszi. A modszer alapjat a reakcidelegyben

talalhato fluoreszcens festékkel jeldlt oligonukleotidok szol-
galtatjak (3.a és b gbrak]. A reakcié elérehaladtaval a termék
mennyiségi novekedésének megfeleléen a fluoreszcens jel
intenzitdsanak emelkedése figyelhetdé meg. Az a ciklusszam,
melynél a jelintenzitds emelkedése kimutathatova valik, for-
ditottan aranyos a vizsgalt gén expressziéjanak mértékével (5)
[3.c dbra). A Q-PCR a hagyomanyos génexpresszids analizis
mellett a fuzids transzkriptumok mennyiségi meghataroza-
sanak is idealis mddszere.

MAGYAR ONKOLOGIA 60:88-98, 2016
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A meghatarozds DNS-b6l és RNS-b4l kiindulva egyarant
elvégezhetd. A szekvenalas legelterjedtebb valfaja az un.
Sanger-féle lancterminacids eljaras, ami voltaképpen egy
specialis PCR-reakcionak tekintheté. A mddszer alapjat
a fluoreszcensen jelélt didezoxinukleotid-analégok szolgal-
tatjak. E molekulakrél a normélis megfelel6jikhoz viszonyitva
hianyzik a kovetkezé nukleotid beépiléséhez esszencidlis
funkcids csoport. igy egy didezoxinukleotid-analég beépii-
lésekor befejezddik a ldnchosszabbitas, azaz lancterminacio
kovetkezik be. A nagy szamok torvénye alapjan a megfelel6
(komplementer) didezoxinukleotid-analég beépiilése vala-
mennyi poziciéban megtorténik a lanchosszabbitas soran. igy
a szekvenald reakcid eredményeként a teljes mintat repre-
zentalo, kiilonbozé hosszlsagu termékekkel rendelkeziink,
amelyek végén az adott bazisnak megfeleld szin( fluoreszcens

=

Kontrollgén // //
amplifikaciés gorbéje /

/ Vizsgélt gén
amplifikacios gorbéje

/|

12345678 9101112131415167

92021 222@2526272329 3031323334 3536 3738394041 424344 454647484950

3. ABRA. A TagMan-alapU valés ideji mennyiségi polimeraz lancreakcié
(Q-PCR) alapelve. (a) A TagMan-prdba egy specialis oligonukleotid, amely
avizsgalandd génszakasz két primerfelismerd helye kozétti, 25-30 bazis-
par hosszlsagu szakasszal komplementer. A préba 5 vége egy fluoresz-
cens festékkel (reporter: R), 3" vége pedig a fluoreszcens jel elnyelésére
alkalmas un. quencher (Q) molekulaval jelzett. A préba intakt allapotaban
az R molekula altal kibocsatott fluoreszcens jelet a @ molekula kioltja.
(b) A reakci6 elérehaladtaval a DNS-polimeraz felépiti a komplementer
DNS-szalakat, mikozben 3'-5" exonukledz aktivitdsanak kdszonhetden
elhasitja a TagMan-prébat. Ennek kovetkeztében a kotdtt allapotbdl az
oldatban az R molekula eltdvolodik a Q molekulatél, és az altala kibocsa-
tott fluoreszcens jel felszabadul a Q molekula gatlasa alél. A folyamato-
san emelked6 fluoreszcens jel intenzitdsa aranyos a vizsgalt génszakasz
(templat) kiinduldsi mennyiségével, végeredményben az adott gén exp-
resszidjanak mértékével. (c) A valds ideji mennyiségi polimeraz lancre-
akcid (Q-PCR] amplifikacios gérbéinek abrazolasa. A Q-PCR-vizsgalatok
esetében a PCR-termék ciklusonkénti, valds idében torténd detektaladsa
valésul meg. Az dbran a vizszintes tengelyen a PCR-ciklusok szama, mig
a fuggdleges tengelyen a relativ fluoreszcenciaszint lathato. A vizsgalt
gén expresszidjat [piros gorbe) minden esetben egy kontroll gén expresz-
szidjahoz (kék gérbe) viszonyitjuk. Az eredmények kifejezése az un. CT
értékek (,cycle threshold”) segitségével térténik, ami azt a ciklusszamot
jelenti, ahol a relativ fluoreszcencia eléri a meghatarozott kiiszobértéket
(zold horizontalis vonal). A génexpresszi6 logaritmusa forditott aranyban
all a CT értékkel. A CT értékeket felhasznalva fejezhetd ki az adott gén-
nek a kontrollgénhez viszonyitott expressziés szintje

Lancterminacios DNS-szekvenalas
(Sanger-szekvenalas)

Akiilonboz6 tipust mutacidk kimutatadsanak kozvetlen mod-
szere a szekvenalds, amelynek soran a vizsgalt régié pon-
tos bazissorrendje (szekvencidja) keriil meghatarozasra.
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5 Primer

5 Primer A
55 Primer A
5 Primer A
5’ Primer A
5 Primer A
5 Primer A

Detektor

GCTC

ik

Kapillariselektroforézis

4. ABRA. A Sanger-féle, lancterminacion alapuld szekvenalas alapjai.
(a) A médszer kulcsmolekuldi a didezoxinukleotid-analégok (ddNTP),
amelyekrél a normalis dezoxinukleotidokhoz (dNTP) képest hiany-
zik a kdvetkezd nukleotid beépiiléséhez elengedhetetlen hidroxil (OH)
funkcids csoport. A reakcidelegy a normalis dNTP-k mellett a bazi-
soknak megfelelé négyféle szinl fluoreszcens indikatorokkal jeldlt
ddNTP-analdgokat is tartalmaz. A szekvendléd reakcié sordn a meg-
feleldé ddNTP-k beépiilése eredményeként kiilonb6zé hosszlsagu,
a bazisoknak megfeleld, négy szinl fluoreszcensen jelolt termékeket
is nyerlnk. (b] E termékek elvalasztasa az 1 bp felbontoképességl ka-
pilldriselektroforézis technikaval torténik, amelynek soran a termékek
eltéré méretilknek megfeleléen, kiilonb6z6 idében érnek a lézersugar
fokuszaba. Az adott fluorokrom altal kibocsatott fény hulldmhossza
alapjan a szamitogép azonositja a terminalis nukleotidokat, ami az
eredmények Osszevetésével végeredményben az egész szekvencia le-
olvasasat jelenti




festékkel jelzett nukleotidanalég talalhatd. A termékek mé-
ret szerinti elvalasztasa kapillariselektroforézissel torténik,
amely sordn a szamitégép a termék szine alapjan azonositja
a terminalis nukleotidanalégot (A, T, C, G is. Végeredményben
az egyes terminalis bazisok , 0sszeolvasasaval” valosul meg
a szekvencia meghatarozasa (4. dbra).

AZ ONKOHEMATOLOGIAI BETEGSEGEKBEN VIZSGALT
MOLEKULARIS GENETIKAI ELTERESEK

A hematoldgiai daganatokban megfigyelhet6 genetikai elté-
rések kimutatasanak jelentdsége sokrét(. A klonalis prolife-
raciora utalé, amugy fizioldgias kériilmények kozott is létezd
antigénreceptor-génatrendezédések mellett bizonyos aber-
raciok diagnosztikus értékkel birnak, mig masok a betegség
alcsoportokba vald sorolasaban, progndzisanak meghataro-
zasaban vagy az alkalmazott célzott terdpia hatékonysaganak
el6rejelzésében jatszanak szerepet (1). Erzékeny kvantitativ
moddszerek alkalmazasaval bizonyos genetikai eltérések
alkalmasak az Un. minimalis rezidualis betegség (MRD]) és
a célzott terapidk hatékonysaganak kovetésére/megitélé-
sére. Az onkohematolédgiai betegségekben megfigyelhetd
genetikai eltérések kimutatasara alkalmazott modszerek
érzékenységét az 1. tablazat foglalja dssze.

1. TABLAZAT. Kiilonb6z6 molekularis médszerek érzékenysége

VIZSGALATI MODSZER ERZEKENYSEG
FISH 1-10%
Multiplex PCR 1-10%
Allélspecifikus PCR ~5%
Valés idejd mennyiségi PCR 104-10°
Fragmentanalizis* ~3%
Direkt (Sanger-szekvenalas) ~20%

*fluoreszcensen jeldlt primerek és kapillariselektroforézis alkalmazasaval

Klonalitas meghatarozasa
(antigénreceptor-génatrendezédések vizsgalata)
Alimfoproliferativ folyamatok monoklonalis, azaz tumoros, vagy
poliklonalis, azaz reaktiv jellegének, valamint a tumorsejtek
T-, illetve B-sejtes eredetének meghatarozasara leginkabb
alkalmazott médszer az antigénreceptor-gének atrende-
z8déseinek vizsgalata, az Un. klonalitdsanalizis. A T-sejtes
daganatok esetében a T-sejt-receptor [TCR) génatrendezddés,
a B-sejtes tumorok esetében pedig az immunglobulin- (Ig)
génatrendezddés nyujthat informaciot a folyamat klonalita-
sarol. A vizsgalathoz az Ig és TCR gének atrendezédésének
specialis mechanizmusat hasznaljuk fel, ami valamennyi B-,
illetve T-sejt esetében mintegy molekularis ujjlenyomatként
jellemzi az adott sejtet. A normalis B- és T-sejt-differenciacio
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5. ABRA. Az immunglobulin nehézlanc gének (IgH) trendezddésének
sematikus abrazoldsa és annak PCR-vizsgalata. (a) A B-sejt-fejlddés
soranaV, D és J géncsalddok egy-egy tagjanak kapcsolédasaval alakul
ki az adott B-sejtre jellemzd, atrendezédétt /g gén. Figyelembe véve
a gének nagy szamat és egyéb, a diverzitast fokozé6 mechanizmusokat,
valamennyi B-sejt egyedi V-D-J génkonfiguracidval rendelkezének
tekinthetd. Ez adja a klonalitds meghatarozasanak alapjat is: az adott
limfoproliferativ folyamat poliklondlis, amennyiben a PCR-termékek
hossza (a V-D-J génszakasz) kiilénbozd; illetve monoklonalis, ha
a PCR-termékek hossza egyforma, mivel valamennyi tumorsejt azonos
V-D-J génszekvenciat hordoz. (b) A kapillariselektroforézis felvételen
lathatd, hogy monoklonalitds esetében egyetlen diszkrét PCR-ter-
méket detektalunk, mig (c) poliklonalis sejtproliferacio esetében kiilgn-
b6z6 hosszisagl PCR-termékek jelennek meg

korai szakaszaban a variabilis (V), diverzitas (D) és kapcsold
(.joining”: J) géncsaladok kivalasztott tagjainak rekombinaci-
o6javal alakul ki a B-sejtekben az érett /g, illetve a T-sejtekben
a megfeleld génszakaszok rekombinacidjaval az atrendezédott
TCR gén (5.a dbra), aminek eredményeképpen valamennyi
B-, illetve T-sejtben arra jellemzd egyedi génkonfiguracié
alakul ki. Ez jellemz6 a reaktiv limfoproliferativ folyamatokra
is, ahol a sejtek eltéré génatrendezddést hordoznak, azaz
poliklonalis mintazat figyelhet meg (5.b dbra). Ezzel szemben
a daganatos sejtproliferacié esetében valamennyi tumorsejt
ugyanazt a V-D-J génkonfiguracidt hordozza, azaz a folyamat
monoklonalis, és egy adott génatrendez6dés mutathaté ki
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a klonalitasvizsgalattal (5.c bra). A vizsgalat DNS-bGl indul
ki és multiplex PCR forméajaban torténik, amely a nagyszamu
vizsgalandé génszakasz miatt reakcidelegyenként akar 10
oligonukleotidot is tartalmaz. A kiilonb6z6 /g és TCR gének vizs-
galatahoz nemzetkozi ajanlasok allnak rendelkezésre, melyek
kidolgozasakor a kiilonb6z6 gének B-, illetve T-sejt-fejlddés
soran valé atrendezédésének idérendisége, a génlokuszok
genomikai komplexitasa, valamint az dtrendezddés stabilitasa
is figyelembe lett véve (6). A klonalitds meghatarozasahoz leg-
gyakrabban az Ig nehézlanc (lgH] és a TCRy géneket vizsgaljuk.

A modszer hasznossaga megkérddjelezhetetlen, néhany
tényez6 azonban nehezitheti az eredmények értékelését és
mindenképpen dvatossagra int azok értelmezése soran. Fon-
tos megjegyezni, hogy a klonalitds kimutatdsa nem minden
esetben jelent egyet a malignitassal. Un. pszeudoklonalitas
(alpozitiv eredmény) az esetek 5-7%-aban is eléfordulhat,
leggyakrabban bizonyos reaktiv sejtproliferaciok, immundefici-
encia vagy virusfert6zés kapcsan, de az életkor elérehaladtaval
is n6 a pszeudoklonalitds kimutatasanak esélye. Bar a vizs-
galat mintegy 96-98%-os talalati arannyal képes azonositani
a monoklonalis génatrendezédéseket a B- és T-sejtes limfoid
megbetegedésekben, dlnegativ esetek is eléfordulhatnak az
esetek 1-5%-aban. Ezek dontden ritka tipusu atrendezdédések,
valamint a szomatikus hipermutacié kovetkezményeként je-
lentkeznek, amikor is az alkalmazott primerek nem alkalmasak
az atrendezddésben részt vevd régiok amplifikalasara (7-9).
Tovabbi fontos tényezé az is, hogy az Ig- és TCR-atrendez6-
dések nem feltétlenil sejtvonal-specifikusak. B-sejtes akut
limfoid leukémiaban (ALL) szenved§ betegek kdzel 70%-aban
fordulhat elé TCR-génatrendezddés, a T-sejtes ALL-esetek-
nek pedig korilbelil 20%-aban mutathatd ki valamely /g gén
klonalitasa (1, 10), mely marker akar még egyes akut mieloid
leukémiaban (AML) szenvedé betegekben is kimutathaté.
Az adott leukémia dominans sejtvonalara nem specifikus
klonalis atrendezédések (Un. ,crosslineage markers”] jelen-
léte az adott betegség eredetére utalhat (pl. kozds limfoid
6ssejt vagy hemopoetikus ssejt], de akar a rekombinaciot
irdnyito/végzé enzimek off-target hatasa, majd ezt kovetd
szubklonalis expanzié kovetkeztében is megjelenhetnek (10).
Mindezek alapjan a klonalitasvizsgalat egy tipikus példaja az
Un. .kiegészitd” vizsgalatoknak, amely eredménye informativ
és segitséget nyUjthat a diagnoézis felallitdsaban, azonban
mindig egyiitt értékelendd a beteg egyéb paramétereivel és
vizsgalati eredményeivel (morfoldgia, immunhisztokémia,
aramlasi citometria).

Fontos megjegyezni tovabba, hogy a fentebb ismertetett
multiplex PCR-alapu klonalitasvizsgalat érzékenysége az
alkalmazott primerek nagy szama miatt minddssze 1-10%, igy
MRD meghatarozasara csak igen korlatozottan hasznalhato.
Az érzékeny, MRD-monitorozasra is alkalmas klonalitasvizs-
galat egy bonyolultabb és idé-, valamint kéltségigényes el-
jaras. Ennek soran sziikséges a diagndziskor kimutatott
génatrendez6dés szekvencidjanak pontos meghatarozasa,
majd ennek ismeretében az adott beteg génatrendezddésére
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specifikus oligonukleotidok tervezése. Ezen allélspecifikus
oligonukleotidokkal végzett Q-PCR-reakciok 10-4-10¢ érzé-
kenységi szint elérését is lehetdvé teszik, melyet manapsag
leginkabb a gyermekkori akut leukémiak MRD-alapd riziko-
besorolasaban hasznositanak (11, 12).

Kromoszdmaeltérések célzott sziirése

A malignus hematoldgiai betegségek nagy részére jellemzéek
a kiegyensulyozott és kiegyensulyozatlan kromoszomaaberra-
ciok. Reciprok transzlokaciok és inverzidk soran Gjonnan kiala-
kulé fuzios gének keletkezhetnek, mint példaul a BCR-ABL1
kiméra CML-ben és ALL-ben vagy a CBFB-MYH11AML-ben,
mig mas esetekben intakt kddolé régidval rendelkezd protoon-
kogének keriilhetnek egy masik gén prométerének enhancer
hatdsa ala. Utdbbira példak az /gH gént érint6 transzlokaci-
ok, melyek szdmos B-sejtes korképben megjelennek (13).
Kiegyensulyozatlan aberraciok a tumorsejtek ploiditdsanak
megvaltozasahoz (pl. hiperdiploiditas plazmasejtes mieléma-
ban), tumorszuppresszor gének vesztéséhez (pl. TP53-delécio
CLL-ben], haploinszufficiencidhoz (pl. 5q- MDS-ben), vagy
éppen korabban kialakult fizids onkogének sokszorozédasahoz
(pl. extra Philadelphia-kromoszéma CML-ben) vezethetnek.
Ezen eltérések azonositasa néhany esetben diagnosztikus
jelent6ségi, mig maskor a genetikai szubklasszifikaciét vagy
a prognosztikai besorolast segitik. Diagnéziskor vald kimuta-
tasuk legtobb esetben iFISH-sel, ritkdbban aramlasi citomet-
ridval vagy PCR-vizsgalattal torténik (2. tablazat).

Pontmutaciok, kisebb inszerciok és deléciok kimutatasa
A kromoszdmatranszlokaciok és mas nagy kiterjedés(l ge-
nomikai abnormalitdsok mellett szamos onkohematoldgiai
kérképben jelennek meg pontmutacidk, melyek gyakran
kapcsolatba hozhatdk az adott betegség kialakulasaval és/
vagy progresszidjaval. Kdszonhetéen a szekvenalasi tech-
noldgiak fejlédésének, a legklilonbdzébb jelatviteli utakat
érinté mutaciok szama szinte exponencialisan nétt az elmalt
évtizedben, és egyre né azon mutaciok szama is, amelyek
mar szerves részét képezik a molekularis diagnosztikai al-
goritmusoknak (3. tabldzat]. Kiemelt példaként emlithetd
a mieloproliferativ neoplazidk (MPN] csoportja, ahol az el-
mult tiz év felfedezéseinek kdszénhetéen a JAK2-, CALR-,
MPL- és egyéb ritka mutaciok képében a betegségcsoport
szinte teljes genetikai hatterét megismertiik, s e mutacidk
vizsgalata mara a mindennapi diagnosztika és entitasklasz-
szifikacid részévé is valt (14, 15).

Az egy nukleotidot érintd szubsztitlciok és kisebb deléciok,
valamint inszerciok kimutatasanak kozvetlen, altalanosan
elterjedt moédszere a fentebb bemutatott Sanger-szekven-
alas (4. gbra). Sanger-szekvenalast alkalmaztak a human
genom projekt soran is, és a mai napig egy kézponti metodika
az onkohematoldgiai diagnosztikaban. Fontos megjegyezni
azonban, hogy a médszer érzékenysége minddssze koriilbe-
lil 20%-os, igy az adott mutacidonak a tumorsejtek legalabb
ekkora hanyadaban jelen kell lennie ahhoz, hogy elkerdiljik az
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2. TABLAZAT. Onkohematoldgiai megbetegedésekben leggyakrabban vizsgalt kromoszémaeltérések

ENTITAS

Krénikus mieloid leukémia (CML)

Hipereozinofil szindréma

Mielodiszplazias szindréma (MDS)

Akut mieloid leukémia (AML)

Akut limfoid leukémia (ALL)

Kronikus limfoid leukémia (CLL)

Plazmasejtes mieléma

KROMOSZOMAELTERES

t(9;22)(q34;q11)
del(4)(q12q12)
t(v;5)(v;q31-33)
-5/del(5q)
-7/del(7q)

del(20)(q12)
t(9;22)(q34;q11)

1(8:21)(q22:922)
t(15;17)(q22;q12)
inv(16)(p13;922)
tlv;11)(v;q23)

inv(3)(g21;q26)

t(9;22)(g34;q11)

tv;11)(v;q23)
t(12;21)(p13;q22)
+X,+14,421
t(1;19)(g23;p13)
amp(21g22)
del(17)(p13)
del(11)(q22)
del(13)(q14)

+12
tlv;14)(v;q32)
t(4;14)(p16;q32)
t(11;14)(q13;q32)
t(14;16)(932;q923)
del(17)(p13)
-13/del(13)(q14)
del(1)(p32)
amp(1)(q21)

+5,+9,+15

VIZSGALT GENETIKAI ELTERES

BCR-ABL1 génfuzio

FIP1L1-PDGFRA génfuzid

PDGFRB gén atrendez6édése

nem meghatarozott
nem meghatarozott

nem meghatarozott

BCR-ABL1 génfazid

RUNXT-RUNX1T1 génfizio

PML-RARA génflzio
CBFB-MYH11 génflzio
MLL gén atrendezédése

RPN1-MECOM génfuzié

BCR-ABL1 génfazio

MLL gén atrendezédése
ETVé6-RUNXT génfuazio
hiperdiploiditas
E2A-PBXT génfuzio
RUNXT gén amplifikacidja
TP53 gén delécidja

ATM gén delécidja

RB1 gén delécidja

12-es kromoszdma triszémiaja

IgH gén atrendezdédése

IgH-FGFR3/MMSET génfzié

IgH-CCND1 génfuzid
IgH-MAF génfuzié
TP53 gén delécidja
RB1 gén vesztése
CDKNZ2C gén delécidja
CKS1B gén nyerése

hiperdiploiditas

JELENTOSEG
diagnézis, célzott terapia
diagnoézis

diagnoézis

prognézis

prognozis

prognézis

szubklasszifikacio, prognozis,

célzott terdpia

szubklasszifikacio, progndzis

szubklasszifikacio, célzott terapia

szubklasszifikacio

szubklasszifikacio

szubklasszifikacio, prognozis

szubklasszifikacio, prognozis,

célzott terdpia

szubklasszifikacio, progndzis
szubklasszifikacio, progndzis

szubklasszifikacio, progndzis

szubklasszifikacio
prognozis
prognézis, célzott terapia
prognoézis
prognézis
prognozis
eldsziirés
prognézis
prognézis
prognozis
prognézis
prognozis
prognézis
prognézis

prognozis
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2. TABLAZAT. Onkohematoldgiai megbetegedésekben leggyakrabban vizsgalt kromoszémaeltérések (folytatés)

ENTITAS KROMOSZOMAELTERES

MALT-limféma
Follikularis limféma
Kopenysejtes limféma

Burkitt-limféma

Anaplazias nagysejtes limféma

tlv;18)(v;q21)
t(14;18)(q32;921)
t(11;14)(q13;932)
t(8;14)(q24;932)

tlv;2)(v;p23)

VIZSGALT GENETIKAI ELTERES JELENTOSEG

MALT1 gén atrendezédése diagnoézis, progndzis

IgH-BCL2 génfizié
IgH-CCND1 génfuazio
IgH-CMYC génfuazio

ALK gén atrendezédése

diagnozis
diagnézis
diagnézis

diagnoézis, progndzis

alnegativeredményt. Részben ebbdl a megfontolashal, részben
az egyéb modszerek egyszer(isége és koltséghatékonysaga
miatt a pontmutaciok kimutatasara tobb alternativ médszert
is hasznalunk a mindennapi gyakorlatban. Ide tartoznak az
allélspecifikus PCR (2.c. 4bra) és a fluoreszcensen jeldlt pri-
merek alkalmazasaval elvégzett fragmenshossz-analizis, me-
lyek egyszer(en kivitelezhetdek és alkalmazasukkal 3-5%-os
érzékenységi szint is elérhetd. Az allélspecifikus PCR elénye az
egyszerU és gyors kivitelezhetdség, hatranya, hogy a mutacié
pontos helyének és tipusanak ismerete sziikséges a vizsga-
lathoz. E metodikaval vizsgalhatd tobbek kdzott a JAK2V617F
mutacio MPN-ben vagy a BRAF V600E mutacid hajas sejtes
leukémiaban (HCL). A kisebb delécidk és inszerciék ugyanakkor
jol vizsgalhatéak fragmenshossz-analizissel, mellyel a fluo-

3. TABLAZAT. Onkohematoldgiai megbetegedésekben rutinszeriien
vizsgalt pontmutaciok

ENTITAS GEN/MUTACIO JELENTOSEG

CEPBA prognozis
Akut mieloid leukémia  FLT3 prognozis

NPM1 prognozis
Hajas sejtes leukémia  BRAF V600E diagnoézis
Kronjkl{s limfocitas P53 prolgr102|s, célzott
leukémia terapia
Kronjkt{s mieloid ABL1 célzott terapia
leukémia

JAKZ2 V617F diagnozis
Mieloproliferativ JAKZ2 exon 12 diagndzis
neoplaziak CALR diagnézis

MPL diagnoézis
szisztemas. KIT diagnézis
masztocitozis
Waldenstrom-makro- /00 64p diagnézis

globulinémia

© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

reszcens jeldlésnek kdszonhetden kapillariselektroforézissel
hosszkiildnbség detektalhatoé a vad tipusi és mutans allélek
kozott (16). Ezzel a metodikaval megbizhatdan vizsgalhatdk
példaul a CALR-mutaciok MPN-ben (6.a dbra), vagy a nor-
malis kariotipusi AML prognodzisaban fontos szerepet betélté
NPM1- és FLT3-ITD-mutacidk (17). Felmeril az NPM1- és
FLT3-ITD-mutéciok szerepe az MRD meghatarozasaban is,
ennek kapcsan ugyanakkor fontos szem elétt tartani, hogy az
ezen eltérések kimutatasara jelenleg rutinszer(en alkalmazott
modszerek érzékenysége mindossze 3-5%.

Abban az esetben, ha avizsgalandd génben elszértan je-
lentkeznek mutaciok, nem kerilhetd el a szekvenalas, a teljes
célrégid szekvenciajat meg kell hatarozni. Erre példaként
szolgal a TP53 gén, mely szinte a teljes kodold régidjaban
hordozhat mutacidkat. Vizsgalata kronikus limfocitas leuké-
miaban (CLL) indokolt, a legkedvezétlenebb prognoézisi be-
tegek azonositasanak céljabol (18). A szekvenalassal torténd
mutdaciokimutatas egy kiilonleges esete a BCR-ABL1 flzids
transzkriptum kindz doménjében talalhatd rezisztenciamuta-
ciék vizsgalata CML-ben, ahol a vizsgalat RNS-bél kiindulva
zajlik (6.b abra). A kindz doménben talalhaté mutaciok fe-
lelések a betegek egy részében fellépd TKI-rezisztenciaért,
tovabba a kimutatott mutacié tipusa informativ a valasztandé
TKI-kezelés szempontjabél is (19).

Fuzios transzkriptumok vizsgalata

Mivel a hematoldgiai daganatok nagy részére jellemzéek
a visszatérd kromoszdmatranszlokaciok, az ezek nyoman
kialakuld kiméra génekrél atirédo fuzios transzkriptumok
kimutatasanak és mennyiségi kovetésének kulcsszerepe van
az onkohematolégiai molekularis diagnosztikaban. A flzids
transzkriptumok koziil tobb is az adott entitasra specifikus,
az adott kérkép patogenezisében is kulcsszerepet jatszik,
igy diagnosztikus jelentéséggel bir. A legfontosabb vizs-
galt fuzids transzkriptumokat a 4. tablazat foglalja dssze.
Klasszikus példak a kronikus mieloid leukémiaban (CML)
megjelené BCR-ABLT flzids transzkriptum vagy az akut
promielocitas leukémiara (APL) jellemzd PML-RARA fua-
zi6s transzkriptum. A génfuzidk vizsgalata RNS-bél indul
ki, amit a reverz transzkripciot koveté PCR-vizsgalat kovet.
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Kontroll (vad tipus) 39 bp |
| i i o i LA
1-es tipus (52 bp del) 394 bp
342 bp
I | i i 1 i 4
2-es tipus (52 bp ins) 394 bp
399 bp
i A ks il A i

Vad tipus

T3151 mutacio

6. ABRA. A fragmenshossz-analizis és Sanger-szekvenalas értékelésének bemutatésa. (a) A calreticulin génjét érinté delécidk és inszerciok ki-
mutatasa PCR-t kovet6 kapillariselektroforézissel. A PCR-reakcid soran a CALR gén megfeleld régidit amplifikaljuk fluoreszcensen jelélt prim-
erparral, majd a keletkezé termékek elvalasztasat kapillariselektroforézissel végezziik. A felsé panelen lathato, hogy vad tipusd gén esetében csak
egyféle méretl termék keletkezik. A kozépsé panelen az un. 1-es tipusti CALR-mutacié lathato, ahol a normalis méretl termék mellett egy masik,
52 bazisparral révidebb termék is megjelenik. Az alsé panelen a 2-es tipusu CALR-mutécid lathatd, ahol a normalis allélt jelentd csucs mellett
egy masik, 5 bazisparral hosszabb termék is megjelenik, ami a mutans allélt reprezentalja. (b) A BCR-ABL1 tirozinkindz domén T315I pontmutacié
kimutatasa Sanger-féle szekvenalassal. A felsé panelen lathaté normalis ABLT gén 315. kodonja ACT nukleotidsorrenddel treonin aminosavat
kédol. Az alsé panelen lathaté elektroforetogramon a 315. kodonban egy C>T nukleotidcsere (*) tortént. Az aj, ATT kodon izoleucin aminosavat kédol

Valamennyi esetben kiemelt fontossagu az adott fuzids gén
esetében a pontos téréspont meghatarozasa diagnéziskor.
Atoréspont pontos ismeretének birtokaban lehetséges csak
a késdbbiek soran megfeleld tipusu fuzids transzkriptum
monitorozasa. Erre a legismertebb példa a BCR-ABL1 fuzi-
0s gén toréspontjanak meghatarozasa a CML és egyes ALL
esetek diagnodzisakor, ami .,major”, .minor” vagy .mikro”
varians formajaban jelenhet meg.

Bar a flzids gének és transzlokaciok a PCR-alapu vizs-
galatok mellett hagyomanyos citogenetikai eljarassal (ka-
riotipizalas) és FISH-sel is kimutathatéak, az MRD meg-
hatdrozasahoz a Q-PCR rendelkezik a gyakran sziikséges,
mély molekuldris valasz megitélését lehetévé tevé magas
szenzitivitassal. A fizids transzkriptumok Q-PCR-rel térténd
nyomon kovetése soran pontos mennyiségi (génexpresszi-

0s) meghatarozasra nyilik lehet6ség a fentebb bemutatott
modszer alapjan (3. dbral. A leukémiakra jellemz§ fizids
transzkriptumok mennyiségi nyomon kovetése is nemzetkozi
ajanlas alapjan torténik (20, 21). Az iskolapéldanak szamité
CML esetében a BCR-ABLT1 fuzids transzkriptum mennyi-
ségének alakuldsa az alkalmazott tirozinkinaz-gatlé (TKI)
terapia eredményességének fontos indikatora. Az Eurdpai
Leukémia Net (ELNET) legujabb ajanlasa alapjan, az onko-
légidban elséként, a BCR-ABL1 fuzids transzkriptum szint-
jének alakulasa alapjan hivatalosan is megitélhet6 a célzott
TKI-terapia hatékonysaga, és adott esetben terapias valtas
is eszkozélhetd az eredmény alapjan (22).

A faziés transzkriptumok kimutatdsa soran nagy érzé-
kenységre toreksziink (10-%), melynek eléréséhez kritikus
fontossagu a megfeleld mennyiségben rendelkezesre allé
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4. TABLAZAT. Onkohematoldgiai megbetegedésekben leggyakrabban
vizsgalt fuzids transzkriptumok

ENTITAs  FUZIOS TRANSZ- KROMOSZOMA-  JELEN-
KRIPTUM ELTERES TOSEG
PML-RARA t(15;17)(q24;921) .
. . prognozis,
Akut mieloid  cprp_MyH11 inv(16) eite
leukémia
(MRD)
RUNXT/RUNXTTT  t(8;21)(q22;q22)
ETV6-RUNXI1 t(12;21)(p13;¢22) .
L prognozis,
{Z:‘Ltélr'nr?;‘"d E2A-PBX1 t1;19)(q23;p13)  kévetés
(MRD)
MLL-AF4 t(4;11)(921;923)
Krénikus kovetés,
mieloid BCR-ABL1 t(9;22)(q34;q11) célzott
leukémia terapia
Hipereozinofil -ty 14 pDGFRA  dell4)igl2) diagnézis

szindréma

minta, ami legalabb 5-10 ml periférias vért vagy csontve-
l6-aspiratumot jelent (CML monitorozasakor legalabb 10 ml
periférias vérre van sziikség a molekuldris valasz mélységének
meghatarozasahoz). Mivel a Q-PCR-vizsgalatok RNS-bél in-
dulnak ki, rendkiviili jelent6séggel bir, hogy a vizsgalati mintak
a mintavételt kovetd 24 6ran belil feldolgozasra keriiljenek.
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0SSZEFOGLALAS ES KITEKINTES

Az elmult évtizedben a molekularis diagnosztika virdgzasa-
nak vagyunk tanui az onkoldgidban. Kiilonésen érvényes ez
a hematoldgiai daganatokra, ahol egyre tobb entitas ese-
tében jelennek meg Uj vizsgalandd molekularis markerek.
Az Gjabb célzott terdpidk megjelenésével egyre fontosabb
szereppel bir azon eltérések kimutatasa is, amelyek el6-
rejelzik bizonyos kezelések hatékonysagat, illetve bizonyos
esetekben az adott terapidval szembeni rezisztenciat. Az
ennek nyoman klinikusi oldalrél egyre novekvé vizsgalati
igények emelkedett terhet ronak a molekularis diagnosztikai
munkat végz6 laboratoriumokra, melyek a jelenlegi metodikak
alkalmazasaval mar most is maximalis kapacitasuk hataran
mozognak. Lényeges elérelépést jelenthet, és bizakodasra
ad okot az Un. Ujgeneraciés szekvenalas (.next generation
sequencing”, NGS) megjelenése, mely forradalmi valtozast
jelenta DNS- és RNS-szekvenaldsi technoldgiak terén. Alkal-
mazasaval valamennyi fentebb emlitett eltérés vizsgalhatd,
nagy ateresztéképességének koszonhetden pedig az adott
vizsgalat irdnyatdl fliggben teljes exomok, genomok, illetve
transzkriptumok is gyorsan és koltséghatékonyan vizsgal-
hatok. Bar a hagyomanyos PCR-eljarasok egyeduralmat
egyik Uj technoldgia sem tudta megtorni az elmdlt harom
évtizedben, a jelenlegi tendencidk és reményeink szerint az
NGS jelenti majd az onkohematoldgiai molekularis diagnosz-
tika megujulasat a kozeljovében.
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