Magyar Tudomdny 180(2019)5, 645-655
DOI: 10.1556/2065.180.2019.5.3

UJ MODSZEREK AZ ONKOHEMATOLOGIAI BETEGSEGEK
MOLEKULARIS DIAGNOSZTIKAJABAN

NEW METHODS IN THE MOLECULAR DIAGNOSTICS
OF HEMATOLOGICAL MALIGNANCIES

Gang6 Ambrus', Alpar Donat?, Bodor Csaba’
'PhD-hallgaté
gango.ambrus@med.semmelweis-univ.hu
2PhD, tudomdnyos munkatars
alpar.donat@med.semmelweis-univ.hu
3PhD, tudomdnyos fémunkatdrs
bodor.csabal@med.semmelweis-univ.hu
MTA-SE Lendiilet Molekuldris Onkohematoldgia Kutatdcsoport, I. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet,
Semmelweis Egyetem, Budapest

0SSZEFOGLALAS

Az elmult években robbanasszer fejlédésnek lehettlink tanui a genetikai vizsgaléo modszerek
terén, amely magdval hozta a daganatok genetikai hatterérél szerzett ismereteink nagyaranyu
boévilését. Kiilondsen igaz ez a vérképzdszervi daganatok, azaz az onkohematolégiai kérképek
esetében.

Szinte naprdl napra ismerlink meg Uj genetikai eltéréseket, amelyek szerepet jatszanak a
daganatok kialakuldsaban, progresszidjaban, terapias valaszkészségében és rezisztencidjaban.
A mutacids célpontok ismeretében lehetdség nyilik a daganat Iényegét jelent6 eltérések gydgy-
szeres befolyasoldsara, a daganatsejtek szelektiv gatlasara. Ezek a célzott terapias lehetéségek
a legtobb entitds esetén mar elérhetbk, és a beteg genetikai eltéréseit figyelembe véve, a ha-
gyomanyos kemoterapiat kiegészitve vagy akar helyettesitve valddi, személyre szabott terapi-
as megkozelitést nydjtanak. Osszefoglald kézleményiinkben az onkohematolégia molekularis
vizsgaldmodszereinek fejlédését és a legujabb technoldgidkat tekintjiik at.

ABSTRACT

In recent years we witnessed unprecedented advances in the field of genomic technologies
leading to a rapid expansion of our knowledge on the genetic background of various cancer
types. This progress has been particularly pronounced in the field of hematological malignan-
cies. Indeed, novel genetic lesions associated with the pathogenesis, progression and clinical
behavior of cancer are still being discovered. Understanding the mutation targets allows devel-
opment of selective targeted therapies, which are already available in majority of the malignant
hematological diseases, and considering the genetic makeup of the patients represent a truly
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personalized therapeutic approach in combination with the standard chemotherapy or even as
an alternative for the standard therapeutic protocols. In this review we summarize the advances
of molecular diagnostic approaches used in oncohematology with a special focus on the most
recent, cutting edge technologies.

Kulcsszavak: molekularis diagnosztika, daganatkutatds, onkohematoldgia, célzott terapia, Uj-
generacios szekvenalds

Keywords: molecular diagnostics, cancer research, oncohematology, targeted therapy,
next-generation sequencing

Az elmult néhany évben robbanasszeri fejlodés kovetkezett be a genetikai vizs-
gald modszerek teriiletén, ami magaval hozta az onkoldgia, és kiillondsen az on-
kohematologia diagnosztikus, prognosztikus és terapias tarhazanak nagyaranyt
boviilését. Tobb mint egy évtized telt el a Human Genom Projekt befejezése, a
teljes human genom megismerése 6ta. Ez a hatalmas 1éptéki kutatas igényt ta-
masztott a nagyobb ateresztoképességli, egyszeriibb és koltséghatékonyabb tech-
nologiak kifejlesztésére a DNS-t alkotd bazisok sorrendjének meghatarozasahoz,
azaz a szekvenalashoz. Az egészséges ember genetikai kodjanak megfejtése ota
a figyelem a betegséggenomok megfejtésére iranyul, azzal a céllal, hogy az adott
betegség kialakulasaban kulcsfontossagli genetikai eltéréseket ismerjiink meg.
Mivel a daganatos morbiditds és mortalitas népegészségiigyi szempontbol ki-
emelt jelentoséggel bir, a daganatgenomok feltérképezése fontos €s siirgetd fel-
adat. Az elmult években sok ezer f0s betegpopulaciokon végzett szekvenalassal
meghataroztak a legtobb szolid daganat (példaul tiidérak, vastagbélrak, melano-
ma) és hematologiai malignitas (kiilonbozo leukémidk és limfomak) genetikai
nak, progresszidjanak, terapiarezisztencidjanak) megértése; masfeldl a diagnozis-
alkotasban, a korlefolyds becslésében, a hatékony terapia megvalasztasadban, a
kezelés hatékonysaganak felmérésében nyujt elengedhetetlen segitséget, és valik
rész¢éveé a mindennapi patologiai diagnosztikanak.

Napjainkra a személyre szabott terapia elérhetd kozelségbe keriilt, és szamos
onkohematologiai korkép esetén mar a realitast jelenti. A génallomany eltérései-
nek ismeretében racionalis gyogyszertervezésre nyilik lehetdség, a célzott gyogy-
szerekkel a betegség lényegét jelentd genetikai hibat véve célpontként. A daga-
natok kezelésében a célzott terdpia a hagyomanyos kemoterapiat egésziti ki vagy
helyettesiti, és mivel ennek alkalmazasa az egyedi genetikai eltérések fliggvényé-
ben torténik, valddi, személyre szabott terapiat jelent.

Az onkohematologia a vér, a csontvel0 és a nyirokrendszer daganatos betegsé-
geivel foglalkozé tudomanyag, amely mindig ¢élen jart a daganatos betegségekkel
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kapcsolatos kutatasban, diagnosztikaban és az 11j terapias lehetdségek bevezeté-
sében. A hematologiai daganatok k6z¢ tartozo, koriilbelill szaz entitas rendkiviil
heterogén csoportot jelent klinikai és genetikai szempontbdl is. Két f6 csoportjuk
a leukémiak (elsddlegesen a csontveld €s a vér betegségei), valamint a limfomak
(els6dlegesen a nyirokcsomok betegségei). Az onkohematologiai korképek kozott
talalunk rendkiviil agressziv, gyors lefolyasu betegségeket (akut leukémiak), ame-
lyek kezelés nélkiil néhany hét alatt halalhoz vezethetnek, valamint lassu lefo-
lyasu, tobbszor kinjuld betegségeket (egyes limfomak). Kialakulasuk genetikai
eltérésekre vezethetd vissza, amelyek érinthetik a génallomany kis részét (példaul
egy vagy néhany bazist érintd mutaciok egy adott génben), de egyes kromoszo-
mak vagy kromoszomarégiok vesztése, nyerése, athelyezddése is allhat a hattér-
ben. A szolid tumorokhoz (példaul tiidorak, vastagbélrak) képest a hematoldgiai
daganatok hatterében altalaban kevesebb genetikai eltérést talalunk, egy vagy né-
hany eltérés elegend6 az adott korkép kifejlodéséhez. A szolid tumorokkal szem-
ben a hematolégiai daganatok esetében a mintavétel altalaban egyszeriibb. Egyes
esetekben (példaul heveny leukémiak) a leukémias sejtek nagy szamban vannak
jelen a periférids vérben, igy egy egyszerii vérvétel elegendé lehet a diagnézis
felallitasahoz, amit természetesen tovabb pontositanak egyéb eljarasok, példaul a
csontveld-biopszia. Limfomak esetén altalaban a daganatos nyirokcsomo biopszi-
as mintavétele vagy sebészi eltavolitasa szolgaltatja a diagnozis felallitdsdhoz a
mintat.

Mivel az egyes korképek lefolyasa, kezelése nagyon eltérd lehet, rendkiviil
fontos a preciz korismézés. Az onkohematologiai betegségek diagnosztikaja egy
komplex, szamos modern vizsgalomodszert is magaban foglalo algoritmus men-
tén zajlik napjainkban (Kiraly et al., 2016).

A csontveld vagy nyirokcsomo szdvettani vizsgalata a legtobb entitas eseté-
ben elengedhetetlen. Az alapvetd hematoxilin-eozinfestést immunhisztokémia
intracellularis markerek azonositasaval. A sejtfelszini markerek alapjan torté-
no elvalasztds az alapja az dramlasi citometridnak is, amely folyékony mintak
(vér, csontvel6-aspiratum) sejtosszetételének meghatarozasara képes rendkiviili
pontossaggal és érzékenységgel. Mivel a kiilonb6zd eredetli és fejlodési fazist
sejtek sejtfelszini markermintazata eltérd, e vizsgalattal ezen sejtek elkiilonithe-
tok egymastol (példaul egy mintaban megadhatd, hogy vannak-e jelen leukémias
sejtek, és ezek az Osszes sejt hanyadrészét teszik ki). A morfologidn tul nagyon
fontos a daganatsejtek genetikai eltéréseinek analizise is, mivel szamos aberracio
vizsgalata elengedhetetlen a betegség osztalyozasaban, a korlefolyas becslésében,
valamint a megfeleld terapia megvalasztasaban. A kromoszomaeltérések (delé-
ciok, nyerések, transzlokaciok) vizsgalatara szolgal a hagyomanyos citogenetika
(un. kromoszomasavozas) és a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH). Az elob-
bi eljaras, a kariotipizalas eldnye, hogy a teljes kromoszémakészletet vizsgalja,
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elézetesen nem vart eltérés is felismerhetd lehet. Hatranya, hogy osztédasban
1évo sejteket igényel, illetve kisebb kromoszomaeltérések rejtve maradhatnak.
A FISH-eljaras soran konkrét eltérésekre tervezett fluoreszcens probak jelzik az
eltérés jelenlétét vagy hianyat. A modszer nem igényli, hogy a sejtek osztodas-
ban legyenek, viszont az aberraciospecifikus probak miatt célzott kérdés feltétele
sziikséges a vizsgalat elott. Az emlitett, hagyomanyos vizsgaldémodszereket ki-
egésziti a nukleinsav- (DNS, RNS) alapti molekularis metédusok széles tarhaza.
A molekularis eltérések vizsgalata mara a mindennapi diagnosztika részévé valt
a legtobb entitasban, és a korabbi, sejt- és szovetmorfologian alapuld osztalyo-
zasokat molekularis alcsoportok valtottak fel a legtobb hematologiai daganatos
betegség esetében.

A molekularis vizsgalatok nemcsak a diagnosztikdban, hanem a progndzis
becslésében, a terapia tervezésében és hatékonysaganak becslésében is kulcsfon-
tossaguva valtak napjainkra. A molekuldris daganatkutatas zaszloshajoja a hema-
tologia, az elsdként megismert daganatgenom az akut mieloid leukémia (AML)
volt, valamint az els0, atiit6 erejii célzott terapias sikert is a hematologia teriiletén,
a kronikus mieloid leukémidban (CML) érték el. Az ismeretek boviilése magaval
hozza az ehhez sziikséges technologiai fejlesztéseket is, amelyek rovid id6 alatt a
mindennapi gyakorlat részévé valnak, és az ujabb felfedezésekkel és technoldgiai,
valamint gyogyszerfejlesztésekkel folytatodik a korforgas. Ez eredményezi azt,
hogy az onkohematoldgia napjainkban és a jovében is az orvostudomany egyik
legdinamikusabban fejlédé aga.

Osszefoglald kdzleményiinkben a hematologia vizsgalomddszereinek fejlo-
dését, valamint a célzott és személyre szabott terdpia sikertorténetét a kronikus
mieloid leukémidn (CML) mint modellbetegségen keresztiil mutatjuk be, majd az
ujabb vizsgalati lehetdségeket ismertetjiik egyéb entitasok esetében.

A CML a vérképzé 6ssejtbdl kiinduld daganatos betegség, amely érett fehér-
vérsejtek (granulocitak) tulszaporodasaval és éretlen fehérvérsejt-el6alakok meg-
jelenésével jar a vérben €s a csontveldben (24 és D dbra). A betegek altalaban ko-
zépkoruak, kezelés nélkiil 6téves tulélés varhatod az agressziv heveny leukémias
transzformacié miatt. A CML kialakulasaért a 9-es és 22-es kromoszomak kozot-
ti reciprok transzlokacié (kromoszomaszakaszok kolcsonds kicserélodése) fele-
16s. Az igy kialakulo, az els6 leiras helyérdl elnevezett un. Philadelphia-kromo-
szoma tartalmazza a transzlokacio kdvetkeztében egymas mellé keriilt BCR- és
ABLI-géneket. A fuzios génrol atirddo fehérjetermék (BCR-ABL1) folyamatosan
aktiv tirozin-kindzként allando stimulus alatt tartja a daganatos fehérvérsejtek
képzéséért felelds jelatviteli utvonalat. A Philadelphia-kromoszoéma klasszikus
kariotipizalassal, azaz az osztddas meghatarozott szakaszadban (metafazis) 1&vo
fehérvérsejtek kromoszomakészletének sorba rendezésével és megfestésével azo-
nosithatd (2B dbra), mig a fizids gén kimutatasa a klasszikus modszer szerint
fluoreszcens in situ hibridizacidéval (FISH) torténik (a fizios génre specifikus
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fluoreszcens jelzomolekula segitségével) (2C dbra). Az 1990-es években a koros
fehérje szerkezetének meghatarozasat kovetden, annak ismeretében lehetdvé valt
a szerkezetre specifikus gatld molekula (a tirozin-kinaz-gatlé imatinib) megterve-
zése és klinikai vizsgalata. Az imatinib a tudatos gyogyszertervezés és a célzott
terapidk iskolapéldajat jelenti, valamint el6futara a késdbbiekben megtervezett
¢és kiprobalt szamtalan kismolekulja célzott gatloszernek (1. dbra). Az imatinib
rendkiviili hatékonysagt gyodgyszer, amelynek koszonhetéen a CML-es betegek
talélése mara megkozeliti, illetve eléri az egészséges populacio tulélését.

BCR-ABL1

1. abra. Az imatinib a BCR-ABLI onkogén hatasu tirozin-kinazhoz kétddve gatolja
a daganatsejtek szaporodasaért felelds jelatviteli utvonalat (sajat szerkesztésii abra)

A CML nemcsak a célzott terapidknak, hanem a kizardlag molekularis vizsga-
latokon alapul6 betegkovetésnek €s terapiatervezésnek, a valoban személyre sza-
bott molekularis diagnosztikanak és kezelésnek is a modelljét jelenti. Optima-
lis esetben a tirozin-kinaz-gatld kezelés hatasara csokken a BCR-ABLI fuzios
transzkriptum mennyisége, ¢és a csokkenés mértéke (a molekularis valasz szintje)
alapjan pontosan definialhat6 a kezelés hatékonysaga (2E dbra). A BCR-ABLI
fuzios transzkriptum szintjének alakuldsa az onkologidban egyediilalld6 moédon
kozvetlen terapids jelentdséggel bir. A fuzids transzkriptum mérése (,,molekula-
ris monitorozas) RNS-bdl komplementer DNS (cDNS) reverz transzkripcidjat
kovetden valos idejli polimeraz lancreakcioval (g-PCR) torténik. A folyamat so-
ran a felsokszorozott cDNS-mennyiség aranyos a kiindulasi génexpresszié mér-
tékével, amely fluoreszcenciaintenzitas alapu detektalassal kvantifikalhato. Ha
a beteg meghatarozott id6 alatt nem éri el a kivant csokkenést, egyéb tényezdk
mellett felmeriil a terapiaindukalt rezisztencia. Ennek hatterében leggyakrabban
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az ABLI-gén pontmutacioi (egy-egy nukleotid cseréje) allnak, amelyek meggatol-
jak az imatinib kotodését a fehérjéhez, amely igy nem képes gatld funkcidjanak
kifejtésére (2F dbra). A rezisztenciamutaciok vizsgalata Sanger-szekvenaldssal
torténhet, amelynek alapja a fluoreszcensen jelolt, lancterminalod didezoxi-nuk-
leotidok beépiilése a szintetizalddo nukleotidlancba, majd detektalasuk kapillaris
elektroforézissel torténd szeparalas és az egyes ddNTP-k eltérd fluoreszcencia-
intenzitasa szerint. Rezisztenciamutaciok azonositdsa esetén ujabb generacios
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2. abra. A kronikus mieloid leukémia (CML) komplex diagnosztikai algoritmusahoz tartozik
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(B) a Philadelphia-kromoszoma kimutatasa kariotipizalassal, (C) a BCR-ABLI fzids gén detek-
talasa fluoreszcens in situ hibridizacioval, (D) a sejtaranyok azonositasa felszini
markereik alapjan dramlasi citometriaval, (E) a terapias valasz értékelésére szolgald dsszefiiggés
a BCR-ABLI1-expresszi6 €s a kezelés kezdete ota eltelt id6 alapjan, (F) a Sanger-szekvenalassal
detektalt T3151-rezisztenciamutacio detektalasa esetén terapiavaltas sziikséges
(sajat szerkesztésii abra)
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tirozin-kinaz-gatlok (példaul dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib) is alkal-
mazhatok az ujabb fejlesztések révén, amelyek imatinibrezisztens esetekben is
hatékonyak az eltérd kotddési helyiiknek és affinitasuknak koszonhetden. Az
azonositott rezisztenciamutacio tipusa, valamint a beteg tarsbetegségei meghata-
rozzak, hogy az emlitett 0j tirozin-kinaz-gatlok koziil melyiknek az alkalmazasa
a legkedvezobb. Ha a molekularis monitorozas soran a beteg meghatarozott idén
keresztiil nagyon kedvezd valaszt mutat, felmeriil a tirozin-kinaz-gatlo elhagya-
sanak lehetdsége is. Ez az un. kezelés nélkiili remisszid (treatment-free remis-
sion, TFR) napjaink legizgalmasabb kérdése és lehetosége CML esetén. Ezeket a
betegeket a TFR idején még szigorubban sziikséges monitorozni, és a kismérték
fizids transzkriptum-emelkedésre is figyelmet kell forditani. A CML a célzott
terapidk és a molekularis vizsgalatok fejlédésének koszonhetden napjainkra egy
kivaléan kontrollalhato, megszeliditett betegséggé valt, ahol mar nem(csak) az
a kérdés, hogy mivel kezeljiink, hanem az is, hogy a megfeleld mélységt valasz
elérését kovetden hogyan ne kezeljiink. Ez a paradoxon néhany éve még elkép-
zelhetetlen volt, €s az onkohematologiai kutatasok oriasi léptéki fejlodésének ko-
szonhetden valt valos lehetéséggé.

A CML terapiajaban tapasztalt attorés reményt adott a kutatoknak, klinikusok-
nak és els6sorban a betegeknek, hogy egyéb onkohematologiai korképek esetén
is megismételhetd ez a latvanyos siker. E cél altal vezérelve, az elmult évek teljes
genomszekvenalasi tanulmanyainak koszonhetden egyre tobb daganat genomtér-
képét ismertiik meg. Ehhez elengedhetetlennek bizonyult a szekvenalasi straté-
gia fejlesztése, amely az un. tjgeneracios szekvenalas (next generation sequenc-
ing, NGS) révén valosult meg. Az NGS a massziv parallel szekvenal6 technikak
gytjténeve, kozos jellemzdjiik, hogy a Sanger-szekvenalashoz képest Iényegesen
nagyobb ateresztoképességliek, érzékenyebbek, 1d6- és koltségtakarékosabbak
(3. abra). Az NGS-technikak révén lehetdség nyilik a teljes génallomany vizsgala-
tara (whole genome sequencing, WGS), bar az eljaras magas koltsége €s interpreta-
lasi nehézségei (a génallomany 98%-a fehérjét nem koddold intronikus szakasz) mi-
att nem terjedt el. A teljes kodolo régid (exom) vizsgalatara szolgaldo WES (whole
exome sequencing) értéke a csiravonali eltérések vizsgalataban rejlik, jellemzden
az Oroklott, ritka, nagyon heterogén genetikai hatter(i betegségek esetén. A legel-
terjedtebb eljaras az onkohematoldgiai betegségek terén a célzott ujraszekvenalas
(az un. génpanelek vizsgalata), amely egy adott korképre jellemzd, néhany tiz vagy
szaz gén célzott vizsgalatat jelenti (Kuo et al., 2017). Ez torténhet egyedileg terve-
zett génpanelekkel, illetve mar rendelkezésre allo, tematikus panelekkel (példaul
a mieloid daganatokban leggyakrabban érintett 6tven gén vizsgalatara szolgalo
panel). Az NGS munkafolyamataban kiemelt jelentdségii a DNS- vagy RNS-temp-
lat megfeleld elokészitése (koncentraciobeallitas és mindség-ellendrzés), ez nagy-
ban befolyasolja a tovabbi 1épések (konyvtarkészités, szekvenalas) sikerességét.
A szekvenalds soran nyert adatok feldolgozasa bioinformatikai algoritmusok se-
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gitségével torténik, amelyek egy adott variansra jellemzo lefedettség és a mutacios
terhelést jelzd varians allélfrekvencia mellett a mutéacio bioldgiai hatdsairdl, pato-
genitasarol is kozolnek informaciot az elérhetd adatbazisok alapjan. Az NGS-tech-
nologia a megfeleld platform alkalmazasa mellett a pontmutaciok kimutatasan til
inszerciok, deléciok, fzios transzkriptumok expresszidjanak, illetve a DNS-meti-

crer

AAGCGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGTGGGCGTGTTGGCAGTGGGCGTAGGT
AAGCGGTTAAGTCAGC TGGCAGTGGGCGTGT GGCA- - - GGCGTAGGT
AAGCGGTTAAGTCAG TAGGCAGTGGGCGT TTGGCAGTGGGCGT
CGGTTAAGTCAGCTTTGGC TGGGCGTGTTGGCAGTGGGCGTAGGT
AGCGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGT  GCGTGTTGGCA- - - GGCGTAG
CGGTTTAGTCAGCTTTGGCAGTGGGC TTGGCA- - - GGCGTAGGT
AAGCGGTTTAGTCAGCTTTGGCAGTGGGCG GTTGGCAGTGGGCGTA
GCGGTTAA CAGCTTTGGCAGTGGGCG GTTGGCAGTGGGCGTAGG
AAGCGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGT GCGTGTTGGCA*- - -GGCGTAGGT
CGGTTAAGTCAGCTTTGGC TGGGCGTGTTGGCAGTGGGCGTAGGT
GCGGTTAA CAGCTTTGGCAGTGGGCG GTTGGCA- - - GGCGTAGG
AAGCGGTTTAGTCAG TTGGCAGTGGGCGT TTGGCAGTGGGCGT
AGCGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGT GCGTGTTGGCA- - - GGCGTAG
CGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGTGGGC TTGGCAGTGGGCGTAGGT
AAGCGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGTGGGCG GTTGGCAGTGGGCGTA
GCGGTTTA CAGCTTTGGCAGTGGGCG GTTGGCA- - - GGCGTAGG
AAGCGGTTAAGTCAGCTTTGGCAGT GCGTGTTGGCAGTGGGCGTAGGT

3. abra. Az Gjgeneracios szekvenalas soran néhany bazisparos fragmentumokbol
(readek) all &ssze a teljes vizsgalt DNS-szakasz. Az egy nukleotidpoziciora
illeszkedo readek szama hatarozza meg a lefedettséget. A sziirke hattérrel jelzett régiok
mutaciokat jelolnek, a felsé sorban lathato a referenciaszekvencia
(sajat szerkesztésii abra)

Az NGS-technologia nagy ateresztoképessége €s érzékenysége miatt egyre tobb
hematoldgiai daganat diagnosztikajaban valik fontos vizsgalati eszk6zz¢é, ame-
lyek koziil kiemelheté az akut mieloid leukémia (AML) példaja, egy agressziv
lefolyasu korkép, amelyben rendkiviil fontos a gyors diagnézisalkotas a megfe-
lel6 terapia mihamarabbi megkezdéséhez. Az AML genetikai szempontbdl na-
gyon heterogén betegségcsoport, osztalyozdsa molekularis alcsoportokon alapul
(Taylor et al., 2017). A korrekt klasszifikaciohoz és rizikobecsléshez szamos
kromoszomalis és molekularis eltérés vizsgalatara van sziikség, amelyek egyedi
vizsgalata id6igényes és koltséges folyamat a hagyomanyos technikakkal (kario-
tipizalas, FISH, Sanger-szekvenalas). Eppen ezért jelent kivalé lehetéséget az
AML diagnosztikajaban az NGS alkalmazasa. S6t, a terapids lehetdségek tobb
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évtizedes stagnalasat kdvetden, 1j célpontokkal szemben igéretes uj gyogyszerek
valtak elérhetové (példaul az FLT3-gatlo midostaurin és az IDH2-gatlo enaside-
nib). Mivel ezek a célzott gyogyszerek csak a megfeleld gének mutacidinak jelen-
létében alkalmazhatoak, a mutacios statusz néhany napon beliili meghatarozasa
NGS-technolégidval elengedhetetlen a megfeleld, személyre szabott terapidhoz.
A technologia az AML-en kiviil a kronikus limfocitds leukémia (CLL) célzott

crcr

lefolyasu) leukémia, a betegek egy része nem reagal a hagyomanyos kemoterapia-
ra, €s igen kedvezétlen tulélést mutat. Ennek hatterében a ,,genom 06rzdjének”,
legfontosabb tumorszuppresszor géniinknek, a 7P53-génnek a mutacioi allnak.
Mivel ma mar elérhetdek kismolekulaju, célzott gydgyszerek (ibrutinib, acalab-

oo |

A S

4. abra. A kiilonb6z6 kezelési vonalak hatdsara az adott terapidra rezisztens klonok
kiszelektalodnak (eltérd szinti korongok), és a betegség 0jbol megjelenik (relapszus).
A célzott kezelések altal indukalt rezisztenciamutaciok korai kimutatasa nagyon fontos a korai
terapiavaltas céljabol. Ennek egyik érzékeny modszere a droplet digitalis PCR-technika
(sajat szerkesztésii abra)
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rutinib) a 7P53-mutaciot hordozo betegek szamadra, rendkiviil fontos a mutécio
szlirése a kezelés megkezdésekor. Mivel az alacsony mutans allélarannyal jelen
1évé mutacio esetén is megfigyelhetd ez a kedvezdtlen korlefolyas és a kemo-
terapia hatastalansaga, 1ényeges a mutaciok megfelel6 érzékeny modszerrel tor-
téné kimutatasa. A hagyomanyos Sanger-szekvenalas 20%-os érzékenységénél
az NGS sokkal érzékenyebb, szenzitivebb modszer, amely alkalmas az alacsony
mutans allélaranyt betegek azonositasara, igy a specifikus gatloszerek a beteg
rendelkezésére allhatnak. A CML-nél emlitett imatinibrezisztenciaval analog
modon, a CLL-ben is kialakulhat a terapiaindukalt ibrutinibrezisztencia. A don-
téen a BTK- és PLCG2-génekben kialakuld rezisztenciamutaciok korai detek-
talasa kulcsfontossagu a terapias stratégia modositasanak sziikségessége miatt
(4. abra). Ennek kivalo modszere az NGS-technoldgia, illetve a kés6bb emlitendd
digitalis PCR-metodika is.

Az NGS-technologian tul tovabbi igéretes, szenzitiv és sokrétii modszert jelent
a digitalis PCR-technika. A konvencionalis PCR-rel szemben, ahol a teljes templat
amplifikacidja egy reakcidtérben (leggyakrabban 200 pl térfogatia PCR-csében)
zajlik, a digitalis PCR soran a kiindulasi nukleinsav-molekulak kiilon reakciote-
rekben (akar tobb tizezer kompartmentben) amplifikalddnak, és egy-egy reakcio-
térben minddssze egy vagy néhadny DNS-molekula taldlhat6. A kompartment-
képzés elérhetd tobbek kozott un. ,,microfluid” chip technikaval, illetve az egyre
nagyobb teret hodito droplet digitalis PCR-(ddPCR) moddszerrel. Manualis vagy
automatizalt dropletképzést kovetden olaj-viz emulzidban zajlik az amplifikacio,
amely igy hatékonyabb és szenzitivebb a hagyomanyos PCR-eljarasnal. A méd-
szer eldnye a valos idejii PCR-rel szemben, hogy abszolut kvantifikaciot tesz le-
hetévé belso kontrollgén (Gn. haztartasi gén) amplifikacioja nélkiil. A modszer ki-
valoan alkalmas pontmutaciok, egyes inzerciok €s deléciok célzott kimutatasara.
Az NGS-technikaval szemben a modszer ismeretlen eltérések azonositasara nem
alkalmas, viszont ismert molekularis célpontok detektalasa (példaul JAK2 V617F,
BRAF V600E) akar 10~ érzékenységgel is kivitelezheto.

A ddPCR a szenzitivitasanal fogva alkalmas tovabba minimalis rezidualis be-
tegség (MRD) kimutatasara, folyadék- (liquid) biopszias mintakbol keringd sejt-
mentes DNS- (cfDNS) alapu vizsgalatok elvégzésére, illetve egysejtanalizisre is.
Ez utobbi felhasznalasi teriilet az egyes daganatsejtek genetikai Osszetételének
meghatarozasaval lehetdséget nyit az intratumoralis genetikai heterogenitas vizs-
galatara is. A szolid tumorokban nagy népszertiségnek 6rvendo liquid-biopszias
mintdkon alapul6 analizisek a kiilonb6z6 limfomaknal is relevansak lehetnek,
ahol a késobbi relapszusok esetén mar problémaba litkozik az ismételt mintavétel,
igy nagy jelentsége lehet ezeknek a vizsgalatoknak, ugyanis a cfDNS reprezen-
talja a teljes tumor heterogenitasat, és alkalmas lehet a betegség nyomon kdve-
tésére, a relapszusok elérejelzésére, valamint a terapias stratégia modositasahoz
sziikséges informacid megszerzésére (Scherer et al., 2017).
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A harmadik évezredben tanti voltunk és vagyunk egy gyokeres atalakulasnak
a hematologiai daganatok terén. A korképek diagnosztikdja, osztalyozasa, rizi-
kobecslése, terapiaja és ennek monitorozasa is molekularis alapokra helyezodott.
Ezt a technologiak gyors fejlédése, a felgyorsult gyogyszerfejlesztés tette leheto-
vé. Mara a mindennapi gyakorlat részét jelentik a legkorszertibb, nagy ateresz-
toképességli és érzékenységii molekularis eljarasok is. Figyelembe véve a tudo-
many és a gyogyszerfejlesztés iranyvonalait, folyamatosan tarulnak elénk ujabb
¢és ujabb ismeretek. Mindezek altal a hagyomanyos eljarasok talajan nyugvo, de
az uj, innovativ technologiakbol épitkez6, molekularis alapt diagnosztikus és ke-
zelési megkozelités tovabbi boviilése varhato a hematologiai daganatok terén.
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