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1. Bevezetés

A kronikus limfocitas leukémia (CLL) a felnbttek korében eléforduld leggyakoribb
hematologiai malignitas a nyugati orszagokban. Kifejlédését tekintve lassan fejlodik, akar
évekig tiinetmentes lehet a beteg. Gyakrabban az iddsebb korosztalyt érinti, ezen beliil is
inkdbb a férfiakra jellemzd, a diagnosztizalt betegek medidn életkora 70 év.

A CLL-t heterogén Kklinikai lefolyas jellemez, mely 0Osszefiiggésbe hozhaté az
immunglobulin nehézlanc variabilis (IGHV) régidjanak szomatikus hipermutacios
statuszaval. Mig a mutalt IGHV statuszt kedvezébb, addig a mutalatlan IGHV statuszt
kedvezOtlenebb, agresszivabb betegséglefolyas jellemez. Az IGHV statusz meghatarozasa
soran a csiravonalbeli immunoglobulin-nehézlancgénhez hasonlitjak az adott szekvenciat,
¢s a hasonldsag %-os értéke alapjan sorolhatdé mutalt, mutalatlan és borderline csoportba a
statusz.

Az IGHV statusz meghatarozasara jelenleg széles korben a konvencionalis multiplex-PCR
alapu Sanger szekvenalast alkalmazzdk. Bar az eljaras koltséghatékony és hozzaférhetd,
bizonyos esetekben (tobb, ugyan azon V-gént €rintd atrendezddés, tobb klon szimultan
eléfordulasa) nem kivitelezhetd, tovabba igen magas laborigénnyel (,,hands on time”)
rendelkezik. Az Gjgenerdcios-szekvenalas alapt analizis egyben képez klonalitasi valamint
IGHV vizsgélatot, azaz képes detektalni a kiilonbozé klonokat, és meghatdrozni ezek
szomatikus hipermutacios statuszat. Mindezek altal az NGS alapu IGHV analizis egy 1j,
potencialisan jobban miikddd alternativat jelenthet a konvenciondlis technoldgidkkal

szemben.



2. Munka célja

Célunk egy 1j, innovativ ujgeneracios-szekvenalason alapulé IGHV mutacios analizis
beallitasa, tovabba a vilagszerte és hazankban is elterjedt konvencionalis, multiplex-PCR
alapu Sanger szekvenaléssal torténd dsszevetése. Ezen feliil munkénk soran szerettiik volna
feltérképezni egy magyarorszagi, un. ,,real-world” betegkohorton beliil az IGHV mutacios
statusz eloszlasat. Mindemellett célul tliztiik ki a komplex klondlis atrendezddésekkel
rendelkezd esetek el6forduldsi  gyakorisaganak  feltérképezését. Tanulmanyunk
eredményeképp hazdnkban is elérhetévé valhat az IGHV szomatikus hipermutécios
statuszanak Ujgeneraciods-szekvenalas alapu vizsgalata a kronikus limfocitds leukémidban

szenvedo betegek részére.

Vizsgélatainkat a Semmelweis Egyetem, Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetben

veégeztik.



3. Irodalmi attekintés

3.1 B-sejtek érése

Az emldsok B-sejtfejlddése olyan szakaszok folytonossagat foglalja magaban, amelyek az
primer nyirokszdvetekben kezdddnek, majd a szekunder nyirokszévetekben, a funkcionalis
érés bekovetkeztével fejezédnek be (LeBien és Tedder, 2008). A B-sejtek fejlodését és
miikodését elsésorban a B-sejt antigénreceptorukon (BCR) keresztiil torténd jelatvitel
befolyasolja (Packard és Cambier, 2013). A B-sejtek az adaptiv immunrendszer kdzponti
elemei, melyek érésiik soran szolubilis immunglobulint (BCR-t) szekretald plazmasejtekké
alakulnak. A sejt mindaddig marad a csontvelében érése soran, amig naiv B-sejtté nem valik,
amely képes kijutni a periféridba, ahonnan a masodlagos nyirokszdvetekbe keriil és
antigénexpozicion esik at.

A BCR receptort két immunglobulin nehézlanc (IGH), illetve két immunglobulin
konnytlanc (IGL) alkotja. Az IGH régié génjei az immunglobulin nehézlancu fehérjék
antigénkotd valtozo (V) és izotipus-specifikus éllandd (C) régioit kodoljak, és ezek
kombinécioi rendkiviili szekvencia-diverzitast eredményeznek, ami fontos a kiilonb6zd
antigének hatékony azonositdsahoz. Az immunglobulin nehézldncot tobb gén kddolja,
koztiik a valtozé (V), a diverzitas (D) és a csatlakozo (J) gének, amelyek négy viszonylag
konzervalt keretrégioba (FR1, FR2, FR3, FR4) és harom valtozo, ugynevezett
komplementaritast meghatarozé régioba (CDR1, CDR2, CDR3) szervezddnek. Az IGHV
gén kodolja az FR1/CDR1, FR2/CDR?2 ¢és FR3 régiokat, ugyanakkor a CDR3 az IGHV gén
¢s az IGHD gén 3’ részének, valamint az IGHJ gén 5’ részének kombinécidjabol jon 1étre.
Ezenkiviil a V-D ¢€s D-J gének talalkozasanal valtozd szamu ,,nem templat” nukleotid (N) €s
palindromikus (P) nukleotid adodik hozza, ami 1ényegesen ndveli a szekvencia diverzitasat.
képviseli barmely adott B-sejt esetében (Gupta és mtsai., 2020).

A B-sejt érése soran szamos stddiumon megy keresztiil, ezek: a korai pro-B sejt, késoi pro-
B sejt, pre-B sejt, naiv B-sejt, majd érett B-sejt stadium. Ezen folyamatok soran a B-sejt
receptort kodold IgH gén szintén folyamatos valtozason megy keresztiil.

A pro-B sejt staddiumban sorozatos véletlenszerli génrekombinacios események zajlanak,
amelyekben elsésorban az immunglobulin nehézlanc-diverzitas (IGHD), valamint az
immunoglobuling nehézlanc-csatlakozo (IGHJ) gének vesznek részt. Az atrendezddések

kovetkeztében a D- és J génszegmentumok egymas mellé rendezddnek, ezt a folyamatot
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nevezziik D-J rekombinacionak. Ezt kovetden a pre-B sejt stadiumban zajlik le a V-D-J
rekombinacid, amikor is a korabbi D-J szegmentumhoz véletlenszeriien hozza kapcsolodik
egy IGHV gén is (Packard és Cambier, 2013).

A B-sejtek érésiik soran ugynevezett csiracentrum-reakcion esnek at, melynek jellemzdje a
klonalis expanzio, az IgH-lokuszon torténé class-switch rekombinaci6é (CSR), a VH-gének
szomatikus hipermutacidja (SHM) és a BCR-nek az egyedi antigén epitophoz valéd fokozott

affinitasdnak szelekciodja az affinitasérés altal (LeBien és Tedder, 2008).

3.2 A krénikus limfocitas leukémia

A kronikus limfocitas leukémia a nyugati vilagban leggyakrabban el6fordulo, felnéttkori B-
sejtes rosszindulatii daganat. A k6zos immunfenotipus ellenére, a malignitast kiterjedt
klinikai és molekularis heterogenitds jellemzi. A CLL rendkiviil valtozatos betegséglefolyast
mutat, amelyet tobbek kozott az ujgeneracios-szekvenalasi vizsgalatok soran feltart
szomatikus mutaciok valtozatos kombinacioéi magyaraznak (Landau és mtsai., 2013; Puente
¢s mtsai., Wang ¢és mtsai., 2011). A SEER adatbazis egy korabbi frissitésében a kronikus
limfocitas leukémia életkorral korrigalt el6fordulasi gyakorisaga 4,9-nek felel meg 100 000
lakosra vetitve évente. A diagnozis felallitasakor a median ¢€letkor 70 év. A CLL els6sorban
az 1dOs betegpopulacioban fordul eld, a betegek minddssze 9,1%-a fiatalabb 45 évnél. A
betegség elofordulasa gyakrabban jelentkezik férfi nem esetén (férfi: né arany: 1,9:1)
etnikumtdl fliggetleniil. Biologiai nemtdl fliggetleniil a populacid koriilbeliil 0,6%-anal
diagnosztizalnak CLL-t €letiik soran (Hallek és Al-Sawaf, 2021). Mig a betegség lefolyasa
egyes betegeknél kifejezetten indolens, a betegek koriilbeliil egyharmadanal progressziv
betegséglefolyas figyelhetd meg (Dighiero, 2003; Dighiero és Hamblin, 2008). A kiilonb6z6
prognosztikus biomarkerek, mint példaul az immunglobulin nehézldnc gén variabilis
régigjanak (IGHV) szomatikus hipermutacidjanak vizsgalataval, a TP53 defektus
meghatarozasaval, valamint a ZAP70 expressziojanak vizsgalataval és a citogenetikal
eltérések kimutatisaval ma mar lehetdséglink van a betegség agressziv lefolyasanak
elorejelzésére (Nadeu és mtsai., 2016; Wang €s mtsai., 2011).

Az iwCLL (International Workshop on CLL) -iranyelvek alapjan a CLL diagnézisahoz
legalabb 3 honapig minimum 5000 B-limfocita/ul jelenléte sziikséges a periférias vérben. A
keringd B-limfocitdk klonalitdsat dramlasi citometridval kell megerdsiteni. A vérkenetben

megtaldlhatd leukémiasejtek  jellemzOen kisméretli, ¢érett limfocitdk, keskeny



citoplazmahatarral, slirli maggal, melybdl hidanyzik az nukleolusz, illetve részben aggregalt

kromatinnal rendelkezik (Hallek, 2015; Hallek és mtsai., 2018; Hallek és Al-Sawaf, 2021).

3.3 A CLL kezelése

A CLL kezelésére szamos modalitas 1étezik, ezek kozé sorolhatd a konvencionalis kemo-
immunoterapia, illetve az elmult években paradigmavaltast jelentd célzott terapiak, mint
példaul a Bruton-féle tirozin kindz (BTK) géatld ibrutinib és acalabrutinib, a
foszfatidilinozitol-3-kinaz gatlé idelalisib vagy a BCL-2-inhibitorok k6zé tartozé venetoclax
(Hallek, 2019).

A CLL kezelésének elsd komolyabb mérfoldkove a kemo-immunoterapia bevezetése volt,
amely fludarabin, ciklofoszfamid és rituimab kombinaciojat (FCR) jelentette. Napjainkban
az FCR egyértelmiien visszaszoruloban van, alkalmazéasat els6sorban fiatal, jo fizikalis
allapotban levé, mutalt IGHV, valamint wild-type TP53 statusszal rendelkezé betegek
esetén veszik fontolora.

Az elmult évtizedben jelentds elore 1épések torténtek a CLL kutatasaban, beleértve a
visszatéré mutaciok és a sejtek klonalis Osszetételének feltérképezését, kiilonbozo jelatviteli
molekuldk ¢és a tobblépcsds leukemogén folyamat tisztazasat, amely 6sszességében a CLL
patogenezisének mélyrehaté megértéséhez vezetett. Mindezek kovetkeztében jelentésen
boviilt a CLL kezelési lehetdségeinek repertoarja, hisz a betegség mélyebb megértésével
lehetdség valt uj, célzott kezelések kifejlesztésére.

Mivel a BCR jelatvitel dont6 szerepet jatszik a CLL patogenezisében, igyekeztek olyan
terapias modalitasokat Kifejleszteni, amelyek a BCR jelatvitelt kozponti elemeit célozzak. A
BCR jelatviteli utvonal gatloszerei koziil mindenképpen kiemelenddek a Bruton féle tirozin
kinaz gatlok (BTKi), melyek elsd generacios képviseldje az ibrutinib forradalmasitotta,
els6sorban a rossz prognézissal rendelkezd (mutalatlan IGHV statusszal és/vagy TP53
defektussal rendelkez6) CLL-es betegek kezelését. A gyogyszer 2014-es torzskonyvezése
Ota szamos tjabb generacios BTKi keriilt piacra, melyek kedvezdbb mellékhatas-profillal
rendelkeznek. A legujabb generacids, az el6zé generaciokkal ellentétben nem-kovalens
BTKi pirtobrutinib, a BTKi monoterapidk soran megjelend rezisztencia mutacidkat hordozo
betegek kezelésére is hatékony alternativat jelenthet.

A BTK gatlészerei mellett, a BCL2-gatlé venetoclax jelentdsen megvaltoztatta a CLL

terapias megkozelitését (Kikushige, 2020; Laszlo és mtsai., 2021).



A BCL2 fehérjecsaladhoz tartozo BCL2 fehérje apoptozist szabalyozo funkcioval bir (Zhang
¢s mtsai., 2022), a fehérje expresszidja, mint dontd talélési mechanizmus eldsegiti a
tumorgenezist és a terapias rezisztenciat, mivel lehetévé teszi a CLL-sejtek szamara, hogy
elkeriiljék az apoptozist. A limfoid malignitasok gyakran mutatjdk a BCL2 tulzott
expresszigjat, ami a BCL2-gatlokat kivalo terapias lehetdséggé teszi (Lasica és Anderson,
2021). A venetoclax nagy affinitassal kotédik a BCL2 fehérjéhez, megzavarja annak
jelatvitelét és indukalja az intrinsic apoptotikus utvonalat, ezaltal a talzott BCL2 fehérje-
expressziot mutatd leukémias sejtek apoptozisat idézi el (Lasica és Anderson, 2021). A
venetoclax 2019-es megjelenése tovabb szélesitette a CLL-ben alkalmazhat6 célzott terapiak
palettajat. Alkalmazasa ma mar nem csupan refrakter/relabald, hanem obinutuzumabbal

torténo kombinacidban akar els6 vonalban is elérheto.

3.4 A BCR jelatviteli titvonal szerepe a CLL patogenezisében

A B-sejt receptor (BCR) a B-sejt fejlédés elengedhetetlen részét képezi, amely szamos B-
sejtes malignitashoz hasonloan, a CLL patogenezisében is kiemelt szerepet tolt be.

A normalis B-sejtekben a BCR antigénligaci6 soran aktivalodik (1. abra), amely a BCR-
szignaloszoma (B-sejt linker protein és a hozza kapcsoldodott adapterfehérjék alkotta
komplex) kialakulasat idézi eld, amely tartalmazza a LYN fehérje tirozinkinazt, a 1ép
tirozinkinazt (SYK), a Bruton agammaglobulinémids tirozinkinazt (BTK), a foszfolipaz
Cy2-t (PLCy2) ¢és a foszfoinozid-3-kinazt. A BCR-szignaloszomaban a LYN és a SYK
foszforilalja és aktivalja a BTK-t, amely pedig ezt kovetden foszforilalja a PLCy2-t, ami
kalcium-mobilizacidhoz és szamos downstream tutvonal, példaul a MAP-kinaz, az AKT és
az NF«B aktivalasat valtja ki. Ezek az események a transzkripcios faktorok aktivalodasahoz

és a génexpresszioban bekovetkezd valtozasokhoz vezetnek, amelyek a sejtek talélését,

crer
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1. abra A BCR jelatviteli utvonal jelentdsebb komponensei €s szerepiik a CLL kialakuldsaban. A BCR
jelatviteli itvonal antigén inger hatasara indul el, melynek kovetkeztében a BTK-PLCG2, PI3K/PKB-Akt-
MTOR kaszkadok is aktivalodnak. A masodlagos hirvivé molekuldk és transzkripcids faktorok ezt kdvetéen

a jelet a sejtmagba szallitjak, ahol a sejtciklust, a proliferaciot, a sejtek differencialodasat és tulélésiiket

befolyasolo valtozasok mennek végbe. A CLL-ben konstitutivan magasabb BCR-ttvonal-aktivacio
figyelhet6 meg, ami talzott proliferacidhoz, az apoptozis elnyomasahoz, illetve a leukémias sejtek tuléléséhez
vezet (AczEl €s mtsai., 2019). (Készitve a BioRender.com segitségével)

A CLL-es betegek két alcsoportjat kiillonboztethetjik meg a BCR egy részét kodold
immunglobulin nehézlanc-valtozo régidé (IGHV) génjei alapjan. Az elkiilonités alapja, hogy
az ugynevezett mutalt (IGHV-M) CLL-¢k olyan antigén-tapasztalt B-sejtekb6l szarmaznak,
amelyek a masodlagos nyirokszervek csirakdzpontjan, az immunglobulinok szomatikus
CLL-ek a GC el6tti (naiv) B-sejtekbdl szarmaznak (Bosch és Dalla-Favera, 2019).
Széleskorben elfogadott, hogy a BCR altal keltett szignalok fontos szerepet jatszanak a CLL
patogenezisében.

Az IGHV-U CLL-ek esetében altalaban alacsony affinitast, polireaktiv és onreaktiv BCR-
ek keriilnek kifejezésre, mig az IGHV-M CLL-ek altalaban oligo-reaktiv és mono-reaktiv
BCR-eket fejeznek ki a sejtfelsziniikon (Bosch és Dalla-Favera, 2019) . Az IGHV-M CLL-

ben és az IGHV-U CLL-ben szenvedo betegek az Ig-gének erdsen korlatozott repertoarjaval



rendelkeznek, ami az antigénszelekcio szerepére utal a betegség patogenezisében. A CLL-
es betegek koriilbeliil egy harmadéanal, kiilondsen az IGHV-U CLL-es betegnél sztereotip
BCR-ek (,,subsetek™) figyelhetok meg, amelyek a komplementer meghataroz6 régidkon
(CDR) alapszanak.

Tobb szaz kiilonb6zé CLL sztereotipusos alcsoportot azonositottak mar, melyek tovabb
oszthatok tobb, eltérd bioldgiai és klinikai jellemzékkel rendelkez6 alcsoportokra. Mind az
IGHV-M, mind az IGHV-U altipusok az antigén-fiiggetlen, sejt-autondém BCR-szignalasra
is tamaszkodhatnak, ami lehetséges magyardzatot ad a BCR-szignalitvonal terdpias

célzasara (Bosch és Dalla-Favera, 2019).

3.5 A CLL molekularis profilja

A CLL heterogenitidsa feltehetéen a kiilonb6zé tényezdk Osszetett kolcsonhatdsanak
koszonhetd, a tumor kialakuldsa és progresszidja a sejten beliili és kiviili mechanizmusok
egylttes hatasaval all Osszefiiggésben. Ilyen mechanizmus lehet példaul az onkogének
(példaul a NOTCH1) aktivalasa és/vagy a tumorszupresszor gének (példaul a TP53 és az
ATM) elimindlasa, illetve bizonyos aberraciok, kiillondsen a TP53 gént zavard aberracio,
amely jelentdsen befolyasolja a betegség kimenetelét. Ez utobbiak a CLL-sejteknek a
kornyez6 mikrokornyezettel vald kapcsolataval fliggenek Gssze a kiilsé miliobol a sejt
belsejébe iranyulo jelatvitelt kozvetitd kiilonbozo receptorokon keresztiil (Stamatopoulos és
mtsai., 2017).

A CLL-t nagymértékii kromoszoéma-rendellenességek, epigenetikai valtozasok, mikro-RNS-
expresszios valtozasok, immunglobulin nehézlanc génmutaciok és egyéb genetikai
valtozasok jelenléte jellemzi. A mutalatlan IGHV statusz, a ZAP-70 és CD38 fehérjék
expresszidja, az olyan kromoszoma-rendellenességek, mint a 17p és 11q deléciok, valamint
a NOTCH1, SF3B1 ¢és BIRC3 gének mutacioi kedvezdtlen progndzissal jarnak egyiitt.
Ezenfelil a tumorszupresszor gének, mint példaul a TP53 és az ATM mutacioit a
hagyomanyos kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciaval hoztdk 6sszefiiggésbe.

A kronikus limfocitas leukémiaban (CLL) a TP53 gén rendellenességei, amelyeket a 17p13
lokusz delécidja és/vagy a TP53 génen beliili mutacio(k) idéznek eld, kemoimmunterapias
rezisztenciaval €s kiilondsen rossz klinikai kimenetellel jarnak egyiitt. A betegek jobb
osztalyozasa és a terapias dontések eldsegitése érdekében a TP53-abberaciok vizsgalata
bekeriilt a standard rutindiagnosztikai alkalmazasba. Az 0j célzott kezelések, koztiik a BCR

jelatvitel gatldinak és az anti-apoptotikus BCL2 fehérje-csaladtagoknak a TP53-defektusos



betegekben vald hatékonysaga miatt a TP53-rendellenességek prediktiv jelentdségének
vizsgalata egyre fontosabba valik. A fluoreszcens in-situ hibridizaciés (FISH), valamint a
kromoszdéma-rendellenességek azonositasara alkalmazott korabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy a del(17p)-vel rendelkezé CLL-es betegek altalanos ttlélése 1ényegesen alacsonyabb,
mint az egyéb visszatérd citogenetikai rendellenességekkel, példaul del(11q), triszomia 12
vagy del(13q) rendelkez6 személyek esetében. A masodik TP53 allél mutacioi altalaban a
del(17p) okozta TP53-16kusz inaktivalasahoz kapcsolodnak. TP53-mutaciok ugyanakkor
del(17p) nélkiil is el6fordulhatnak a kezeletlen betegek kb. 5%-anal, és a del(17p) CLL-es
betegek esetében megfigyelt korlefolydshoz hasonloan kedvezdtlen kimenetelli betegséggel
jarnak. Pontosabban, a TP53-mutacioval rendelkez6 betegeknek csak 60-70%-a rendelkezik
del(17p)-vel, amint azt a FISH vizsgalatok kimutattak, mig a del(17p)-vel rendelkez6
betegek mintegy 90%-a hordoz TP53-mutaciét. Szamos tanulmany aldtdmasztotta a TP53-
mutdcié elemzésének terapids értékét CLL-ben, és a prospektiv klinikai vizsgalatok
eredményei bizonyitottak, hogy a TP53-rendellenességgel rendelkezd egyének rezisztensek
a kemoimmunterapidval szemben. Ennek fényében sziikségessé¢ valt a TP53 génstatusz
pontos értékelése a rutin klinikai gyakorlatban azzal a céllal, hogy azonositani lehessen
azokat a betegeket, akik nem részesiilnének a kemoimmunoterapias kezelésben, ¢és akiknél
inkdbb célzott terdpias moddszerek alkalmazasat kell fontolora venni, mint példaul a BCR
jelatvitelt vagy az anti-apoptotikus BCL2-t gatlé uj kezelési lehet6ségek, melyek hatasosnak
bizonyultak a TP53-abberaciot hordozo betegek esetében (Malcikova és mtsai., 2018).

3.6 CLL specifikus kromoszoma-rendellenességek

A specifikus kromoszoma-rendellenességek és génmutaciok a betegség progresszidjanak és
tulélésének diagnosztikus és prognosztikai indikatoraiként szolgdlnak. Ezen anomélidk
azonositdsa a legmodernebb molekuldris citogenetikai technikdkkal zajlik, mint példaul
fluoreszcens in-situ hibridizacio (FISH), komparativ genomialis hibridizaci6 (CGH),
egypontos nukleotid-polimorfizmus (SNP) alapt genomikai profilalkotas, valamint az
ujgeneracios szekvenalas (NGS) amely kiemelkedd segitséget jelenthet ezen betegek
klinikai kezelésében, beleértve az optimalis kezelés megtervezését is. Az 0j terapias szerek
hatékonysagat a CLL-betegeknél ezen molekularis elvaltozasok jelenlétének fiiggvényében
sziikséges vizsgalni (Shahjahani és mtsai., 2015).

Mivel a betegség genetikai heterogenitasat és a betegségspecifikus genetikai mutdcio hidnyat

az 1990-es évek elején fedezték fel, a CLL citogenetika valtozatossagait eredetileg a



hagyomanyos kromoszomasav-analizis (CBA) elvégzésével vizsgaltak. A fluoreszcens in
situ hibridizacio idovel felvaltotta a CBA-t, mivel a reprezentativ metafazisok felvételét
akadalyozo technoldgiai nehézségek miatt nem volt lehetséges a reprezentativ metafazisok
megszerzése. A 13q, 11q és 17p kromoszomék részleges delécioi [del(13q), del(11q),
del(17p)] és a 12-es kromoszoma triszomidja négy olyan visszatérd rendellenesség, amelyet
a 2000-es évek elején végzett mérfoldkonek szamitd kutatas szerint a CLL-es betegek
mintegy 80%-anal talalnak FISH-vel. A legfrissebb iwCLL ajanlasai szintén kimondjak,
hogy ezen elvaltozdsok mindegyike mdas-mdas klinikai kimenetelhez téarsul, ennek
koszonhetéen mindannyian szerepelnek a jol ismert Dohner-féle hierarchikus modellben,
amelyet a klinikai kornyezetben elsdsorban a del(17p) kimutatdsara javasolnak. Egy ujabb
prognosztikus citogenetikai eltérés az ugynevezett komplex kariotipus (CK) jelenléte,
amelyet harom vagy t6bb strukturalis és/vagy numerikus rendellenesség hataroz meg. A CK
jelenléte kedvezdtlen prognoézissal €s szuboptimdlis terapids valasszal jar, mig a célzott
terapiak koraban a prediktiv értéke aktiv vita targyat képezi. Emellett egyre tobb bizonyiték
van arra, hogy nem minden CK egyforma. Azonban mig bizonyos CK-alcsoportok, példaul
a tobbszor triszomiat hordozo esetek indolens klinikai kérel6zményt mutatnak, addig az 6t,
vagy annal tobb aberracio altal meghatarozott magas komplexitas fiiggetlen kedvezdtlen

prognosztikai markernek bizonyul (Ljungstrom és Baliakas, 2021).

3.7 Az IGHYV statusz CLL-ben

1999-ben a Hamblin/Stevenson, és a Chiorazzi csoport egymastdl fiiggetleniil szdmolt be
arrol, hogy eltérd klinikai lefolyassal rendelkeznek az IGHV génekben végbemené SHM-k
altal meghatarozott betegcsoportok CLL-ben. Azdta vilagszerte tobb csoport is
alatdmasztotta, hogy az IGHV génmutécios statusz a legmegbizhatobb markerek egyikét
képezi a CLL-ben, klinikai stadiumtol fliggetleniil (Langerak és mtsai., 2011). A mutalatlan
IGHV statuszhoz tarsitott kedvezodtlen progndzis miatt az SHM-vizsgalatot a CLL-ben
standard kezelési modszerként végzik. Az SHM kovetkezményeképpen az érintett B-
sejtekben az IGH-gén atrendezodések nukleotidszekvenciai eltérnek a csiravonalbeli
megfeleldiktdl. A "mutacié nélkiili" klonalis IGH génatrendezddés nagyon magas
nukleotidszekvencia-azonossaggal rendelkezik a csiravonalbeli IGHV génnel. A "mutalt"
CLL-t ezzel ellentétben az jellemzi, hogy az IGHV szekvencia bizonyos szazalékkal eltér a

csiravonalbeli referencidhoz viszonyitottan (Gupta és mtsai., 2020; Nagy és mtsai., 2021).
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Megallapodas alapjan a CLL SHM-statuszat a diagnozis felallitdsakor felismert dominans
klonpopuléciordl jelentik. Az ERIC (European Research Initiative on CLL) irdnyelvei
alapjan, amennyiben a kimutatott klon IGHV szekvenciaja tobb mint 2%-ban eltér a
csiravonalbeli szekvenciatél mutalt IGHV-rol beszéliink, mig ez alatt mutdlatlan IGHV
statuszrol van sz6 (Gupta és mtsai., 2020; Raponi €és mtsai., 2020). A 98%-os hatarértékhez
kozeli IGHV-azonossaggal rendelkez6 CLL-eseteket "borderline" (BL) esetként definialjak.
Davis és munkatarsai (2016) a borderline CLL-t a mutalt, illetve nem mutalt CLL-hez képest
viszonyitva koztes kimenetelli esetként hataroztdk meg, melynek a csiravonalbeli
megfeleldjével 97-98%-os az egyezés (Raponi és mtsai., 2020).

Amint azt tobb tanulmény is megerdsitette (Damle és mtsai., 1999; Hamblin és mtsai., 1999;
Krober és mtsai., 2002), a mutalatlan CLL kedvezotlenebb kimenetelli, mig a mutalt CLL
kevésbé agressziv korlefolyast mutat (Gupta és mtsai., 2020). Jelenleg az U-CLL-ek a BCR
gatlok elsdé vonalbeli kezelésének jeloltjei, tekintettel a kemoimmunterapiat kdvetd rovid
progressziomentes tulélésre (PFS), mig a kedvezdtlen citogenetikdval nem rendelkezd
IGHV-M CLL-ek még mindig profitalhatnak az elsé vonalbeli kemoimmunterapiabol,

amelyet altalaban hosszabb PFS kovet (Raponi és mtsai., 2020).

A SHM kovetkeztében végbemend génatrendezddés altal négy féle végkimenetelrdl
beszélhetiink. Az elsé lehetséges végkimenetel, hogy egyetlen produktiv IGHV-IGHD-IGHJ
génatrendezddés megy végbe, azonban ebben az esetben kihivasként megjelenhet a B-CLL
interpretalasanak az esete, valamint két klinikai szempontbol is kiilon interpretaciot igénylo,
a 2-es és 8-as subsetek problematikdja.

Az IGHV-IGHD-IGHIJ génatrendez6dések lehetnek nem produktivak, abban az esetben, ha
példaul stop kodonokat vagy a szekvencia kodold részén beliil frameshift mutaciok
kialakulasahoz vezet6 indeleket hordoznak. Mivel a CLL-sejtek valojaban érett B-sejtek,
amelyeknek funkcionalis (sejtfelszini) Ig molekuldkat fejeznek ki, ezért egyetlen nem
produktiv génatrendezédés rendkiviil ritka (az 6sszes CLL<0,1%-a). Ebben az esetben
tovabbi vizsgalatot kell végezni, annak érdekében, hogy az IGH-kékusz masik alléljan
produktiv génatrendezddés legyen azonosithato.

Harmadik lehet6ségként eléfordulhatnak kettds atrendezodések is, ahol az egyik allélon egy
produktiv, a masikon pedig egy nem produktiv atrendezddés megy végbe. Mindez az dsszes
CLL 10,54%-at teszi ki. Egyelére még nem bizonyitott, hogy a nem produktiv BCR Ig

génatrendez6dések barmely biologiai és/vagy klinikai jelent6séggel birnanak CLL-ben,
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ezért az ilyen esetek SHM-statuszat kizardlag a produktiv génatrendezddés alapjan kell
meghatarozni.

Kett6s atrendez6dés masik esete, amely egyben a negyedik lehetséges végkimenetel is,
amikor két, egymastol fiiggetlen produktiv IGH atrendezddés torténik. CLL esetén a két
fiiggetlen B-sejt klon egyiittes 1étezésének oka lehet: vagy egy CLL-klon és egy kiilonallo,
nem CLL-es B-sejt klon, vagy pedig két kiilonbozé CLL-sejt klon. Ezen tipusu
génatrendezddés ugyszintén rendkiviil ritka, az 6sszes CLL <0,1%-a. Klinikai szempontbdl
kedvezdtlen prognosztikai markereket és agressziv betegséget mutattak, illetve korai
kezelést igényeltek, az U-CLL-es betegekhez hasonloan (Agathangelidis és mtsai., 2022).
A BCR-sztereotipidnak elnevezett jelenséget a legerdsebb bizonyitéknak tekintették arra,
potencialisan alakitja az egyes betegcsoportok sajatos jellemzoit. Az egymassal nem rokon
CLL betegek kozel azonos, ha nem is azonos BCR G-t hordoznak. Ez a megallapitas
alatamasztotta azon késobbi felfedezéseket, melyek szerint a hasonlé BCR 1G-t kifejezo és
igy egy kiilon "sztereotip" frakcioba tartoz6 CLL-betegek 0sszességében feltiinden hasonld
Klinikai-biologiai jellemzokkel rendelkeztek, beleértve a betegség prognozisat is
(Stamatopoulos ¢és mtsai., 2017).

Klinikai szempontb6l a leginkabb figyelemre méltdé mar kordbban emlitett sztereotip
alcsoportok a 2. és a 8. alcsoport, amelyek egyarant kedvezdtlen prognodzissal tarsulnak. A
2-es alcsoportba tartoznak a BCR G-t expresszald, az IGHV3-21/IGLV3-21 gének altal
kodolt, jellegzetes, korlatozott VH és VL CDR3 szekvenciakkal rendelkez6 CLL-es betegek,
akik tobbsége (~60-65%) szomatikus hipermutacion atesett IGHV gént hordoz.

A 2-es alcsoport jelentdsen gyakrabban hordozza az SF3B és az ATM gén aberracidit,
beleértve a delécidkat €s mutdcidkat egyarant. Az egyre nagyobb kiterjedésti kohortok
retrospektiv elemzései kimutattdk, hogy a 2-es alcsoportba tartozd betegek esetében
kiilondsképpen agressziv betegséglefolyds tapasztalhatd, az IGHV gén SHM statuszatol
fliggetleniil.

A 8-as alcsoportba tartoznak azok a CLL-ben szenvedé betegek, akik az IGHV4-
39/IGKV1(D)-39 gének altal kodolt BCR Ig-t expresszaljak, megkiilonboztetd, korlatozott
VH ¢és VK CDR3 szekvenciakkal. A §8-as alcsoport a triszomia 12 és a NOTCH1 mutaciok
jelentds feldusulasat mutatja, ami egy jabb példdja a genomidlis aberraciok alcsoportok
szerinti osszetételére (Agathangelidis és mtsai., 2022). Ghiotto és munkatarsai (2004) eredeti
jelentésében megjegyezték, hogy a 8-as alcsoportba tartozod 6t betegbdl kettdnél Richter-

transzformécio 1épett fel. Ezt a kezdeti megfigyelést késobb egy olaszorszagi kollaborativ
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vizsgalat is megerdsitette, ahol arr6l szdmoltak be, hogy a 8-as alcsoportba tartozé
betegeknél 10-szer nagyobb a kockazata ennek a kialakuldsanak, mint az 6sszes tobbi CLL-
es betegnél (Agathangelidis és mtsai., 2022; Rossi €s mtsai., 2009). Ezt kovetéen a német
CLL munkacsoport altal végzett harom prospektiv klinikai vizsgalat metaanalizise azt
mutatta, hogy a Richter-transzformacio legnagyobb kockézata a 8-as alcsoportba tartozd
betegeknél allt fenn. A 8-as alcsoportba torténd besorolds immunogenetikai szempontbdl is
relevans, tekintettel arra, hogy a Richter-szindromas (RS) esetek legfontosabb prognosztikai
markerét a CLL ¢€s az agressziv limfoma-klonok kozotti immunogenetikai kapcsolat jelenti.
Pontosabban, a kemoimmunterapia korszakdban az immunogenetikailag nem kapcsolodo
RS-klonokkal rendelkez6 esetek jobb prognozist mutatnak (median tulélés ~5 év), mint az
immunogenetikailag kapcsolodé RS-klonokkal rendelkezé esetek (median tulélés 8-16
hénap) (Agathangelidis és mtsai., 2022).

3.8 Szekvenalas

A génszekvenalas olyan Osszességében biokémiai modszer, mely a nukleinsav
bazissorendjének meghatarozasat teszi lehetévé. A nukleinsavak altal alkotott
polinukleotidlancok végsé soron informaciokat hordoznak a foldi élet 6rokletes és biokémiai
tulajdonsagairol. Ezért a biologiai kutatdsok szempontjabol l1étfontossagl, hogy képesek

legylink az ilyen szekvencidk szdmszerlsitésére vagy kikovetkeztetésére.

3.8.1 Sanger szekvenalas

kovetkezett be, amikor is Frederick Sanger kifejlesztette a lancterminacid, masnéven dideoxi
technikat. A technika a DNS szalak monomereinek, a dezoxiribonukleotidok (dNTP-K)
kémiai analogjait alkalmazza a lancterminacios modszerben. A dideoxinukleotidok (ddNTP-
k) nem tudnak kapcsolatot Iétesiteni a kovetkezé ANTP 5’ végén talalhato foszfatcsoporttal,
mivel hidnyzik beldliik a DNS-lanc meghosszabbitasahoz sziikséges 3’ végen elhelyezkedd
hidroxilcsoport. A reakcié soran minden lehetséges hosszusagu DNS-szal keletkezik, ha a
adunk fluoreszcensen jelolt ddNTP-ket. Ez azért 1ényeges, mert a dideoxi nukleotidok
véletlenszeriien épiilnek be a szal hosszabbitasakor, megakadalyozva a tovabbi nukleotidok

beépiilést. A lancvégzddéses modszernek, mas néven Sanger-szekvenalasnak az alapelve,
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hogy az 0sszes lehetséges hosszlsagu szekvenciat eldallitsa, és a végsd nukleotidot jeldlje
meg. Pontossaganak, robusztussaganak ¢s konnyii hasznalhatosdganak koszonhetéen mar

tobb évtizede a DNS-szekvenalas egyik legnépszeriibb modszere (Heather és Chain, 2016).

3.8.2 Ujgeneracios szekvenalas (NGS)

A technologiai fejlédés eléretorése megnyitotta az utat a klinikai diagnosztika szamos
aspektusaban, mivel egyre tobb diagnosztikai laboratorium alkalmazza meglévd
munkafolyamataiban az 0j generdcios szekvenalast (NGS). Az NGS bevezetésével az
immungenetikai elemzéshez elérhetéveé valt az IG génatrendezédések mélyebb vizsgalata,
ami jelentds befolyassal lehet az immungenetikai elemzés valamennyi alkalmazasara,
beleértve az IGHV gén SHM vizsgalatat a CLL-ben (Davi és mtsai., 2020).

A célzott szekvenalas (TS), a teljes genom szekvenalas (WGS) és a teljes exom szekvenalas
(WES) a harom elsédleges NGS DNS-szekvenalasi technika, amelyek a genetikai
abberaciok kimutatasara alkalmazhatok. A TS a rutindiagnosztikaban legszélesebb korben
elterjedt alkalmazasi médja az NGS technoldgianak, amely a WGS vagy WES eljarasokhoz
viszonyitva koltséghatékony, mégis szamos daganat, vagy akar egyéb betegség esetén
optimalizalhatd, kisebb bioinformatikai analizist sziikségessé tevo eljaras. Szamos, jelenleg
hasznalt, a WGS/WES szamara létrehozott technika és folyamat felhasznalhato a TS
esetében az adatok elemzésére. A TS egyéb NGS alapt modszerekhez viszonyitott nagyobb
,»mélysége” miatt azonban az elemzés sordn fokozott Gvatossaggal kell eljarni annak
érdekében, hogy csak megfelel6 mindségii variansok maradjanak meg, kiiléndsen a rossz
mindségli vagy toredezett DNS-bdl és/vagy megfeleld normalis kontroll nélkiil szarmazd
adatok esetében. Mivel a kiilonb6z6 protokollokat hasznalo kiilonb6zo laboratériumok nem
biztos, hogy kovetkezetesen tudjak megadni ezeket a variansokat, ez jelentGsen
befolyasolhatja a TS pontossagat és hatékonysagat a prognosztikai és terapids mintdzatokhoz
sziikséges variansok megadasaban (Bewicke-Copley és mtsai., 2019).

Az NGS figyelemre mélto elényei kozé tartozik az n. ,,batch processing”, amely a Sanger
szekvenalashoz képest joval nagyobb hatékonysagot tesz lehetdvé, a kozvetlen
klénazonositas, a koltség-versenyképesség, valamint az a lehetdség, hogy akar egynél tobb
dominéns klondlis IGH éatrendezddés is azonosithatd. Bar a Sanger szekvenalas és az NGS
is magas szintl felhaszndldi jartassagot ¢és ismereteket igényel bizonyos

szoftverprogramokkal ¢€s adatelemzéssel kapcsolatban, az NGS-adatokban taldlhato
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leolvasashalmok kdnnyebben eredményeztek konszenzusos klonalis szekvencidkat, mint a

tisztaszekvencia-kontigok létrehozasara szolgalo, idéigényesebb Sanger-modszer.
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4. Anyagok ¢s modszerek

4.1 Betegek

A magyarorszdgi CLL-es betegek IGHV szomatikus hipermutacios statuszanak
meghatarozasa a Semmelweis Egyetem Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézetében zajlott.
A 2022.06.08 ¢és 2023.01.26. iddintervallumban beérkezett mintak koziil 94 beteg
genomialis DNS-mintajat vizsgaltuk. Ezek koziil 13 csontveld és 81 periférias vér minta
érkezett. A vizsgalt betegek nemenkénti eloszlasa a kovetkezOképpen alakult: 39%-uk
(37/94) n6, mig 61%-uk (57/94) férfi, az atlag életkoruk 70 év.

A felhasznalt mintdk az orszag egész teriiletérdl 19 kiilonb6zo egészségiigyi centrumbol

érkeztek.

4.2 MintaelOokészités

4.2.1 Lymphoprep

A DNS izolalast megel6zéen a mononuklearis sejtfrakciot stiriiséggradiens-centrifugacio
segitségével kiilonitettiik el, Lymphoprep alkalmazasaval, amely egy felhasznalasra-kész,
steril és endotoxin-tesztelt stirliséggradiens-t képzé médium.

A folyamat els6 1épésében 2 ml Lymphoprep oldatra évatosan 6-8 ml EDTA-cs6be levett
vért rétegziink Falcon csben. Ezt kdveti a mintak a centrifugalasa, amely 800 g-n, 3 percig
torténik, a gyarto eldirasainak megfelelden (2. abra). Masodik 1épésként a buffy coat réteget,
amely tartalmazza a mononukledris sejteket pipetta segitségével atmérjiik 0j Falcon csdbe,
melyhez ezt kdvetéen 5 ml PBS mosdoldatot adunk hozzd. A mintdk atforgatisat és
300 g-n, 10 percig torténd centrifugalasat kovetden a feliiluszot ledntjiik és 400 ul PBS

mosodoldatban szuszpendaljuk a sejtpelletet.
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Centrifugalas elott: Centrifugalas utan:

= Plazma

Periférias
Vér >

Buffy coat x

Lymphoprep \

- réteg ="

i
\

RO

Vorosvértestek —

L |

2. abra Siiriiség-gradiens alapu sejtszeparacio: A modszer alapja a siiriiség-képz6 médium (LymphoPrep)
valamint a vérben megtalalhaté alakos elemek kozti denzitaskiilonbség. Centrifugaciot kdvetden a
vorosvértestek, trombocitak, granulocitak a kémcso aljara, mig a mononuklearis sejtek (limfocitak,

monocitak) a stiriség-képzd anyag felszinén jelennek meg ugynevezett buffy-coatot képezve.
(Készitve a BioRender.com segitségével)

4.2.2 DNS izolalas, koncentracio ¢€s tisztasag mérése

A mononuklearis sejtek szeparaciojat kovetden, az izolalas a Magcore® Plus II nukleinsav
izolatorral torténik, a Magcore 101-es preparacios kit alkalmazasaval (Genomic DNA Whole
Blood Kit-RBC Bioscience, New Taipei City, Tajvan) amely gyors és nagy hozamu
nukleinsav-tisztitast tesz lehetové.

Spektrofotométer (Thermo Scientific, CA, USA) segitségével hatarozzuk meg. A Nanodrop
Lite mikrotérfogati mintavételi technologiat alkalmaz, ezzel lehetévé téve, hogy 2 ul-nyi
mintat kozvetleniil az optikai méréfeliiletre pipettazzunk. A nukleinsav koncentracié mérése
260 nm-en torténik, mig a DNS-mintak tisztasag mértékét a Azeo/Azeo hanyados adja meg.
Ezen paraméterek alapjan az izolalt DNS mindsége legalabb 1,8-es érték esetén tekinthetd

megfeleld tisztasaglinak.
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4.3 IGHV-statusz meghatarozasa

4.3.1 Sanger szekvenalas

Az IGHV-statusz meghatarozasa konvencionalis Sanger szekvenalassal, multiplex-PCR-t
kovetden torténik. A Sanger szekvenalasi munkafolyamat 1épéseit részletesen az 3. dbran
vazoljuk. A  multiplex-PCR, valamint a szekvendlasok sordan alkalmazott
primerszekvenciakat az 1. tablazatban tiintettiik fel.

A primary PCR soran hasznalt Leader mix a kovetkez6 aranyok szerint készithet6 el: 5-5 pl
VH1 oL, VH1 BL, VH2 oL, VH2 BL, VH3 oL, VH3 BL, VH4 L, VH5 L, VH6 L ¢és 40 pl
steril viz. Szintén a primary PCR 1épésnél hasznalt JH mix komponensei €s aranyai: 20 pl
IGHV JH1-2, 10 pl IGHV JH3, 20 pl IGHV JH4-5, 10 ul IGHV JH6 és 40 pl steril viz.

Az FR1 mix komponensei és azok aranya primary PCR reakcio soran a kovetkez6: 10-10 pl

VH1 FR1, VH2 FR1, VH3 FR1, VH4 FR1, VHS FR1, VH6 FR1 és 40 pl steril viz.
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Név

VH1 alL
VH1 BL
VH2 alL
VH2 BL
VH3 alL
VH3 BL
VH4 L

VH5 L

VH6 L
IGHV JH1-2
IGHV JH3
IGHV JH4-5
IGHV JH6
IGHV JH
IGHV1

IGHV2
IGHV3
IGHV4
IGHV5
IGHV6
VH1 FR1
VH2 FR1
VH3 FR1
VH4 FR1
VHS FR1

VH6 FR1

Szekvencia
AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAGG
AAATCGATACCACCATGGACTGGACCTGGAGM
AAATCGATACCACCATGGACACACTTTGCTMAC
AAATCGATACCACCATGGACATACTTTGTTCCAC
AAATCGATACCACCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC
AAATCGATACCACCACCATGGARYTKKGRCTBHGC
AAATCGATACCACCATGAAACACCTGTGGTTCTT
AAATCGATACCACCATGGGGTCAACCGCCATC
AAATCGATACCACCATGTCTGTCTCCTTCCTC
TGAGGAGACGGTGACCAGGGTGCC
TGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC
TGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCC
TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCC
CTTACCTGAGGAGACGGTGACC
CCATGGACTGGACCTGGA

ATGGACATACTTTGTTCCAC
CCATGGAGTTTGGGCTGAGC
ATGAAACACCTGTGGTTCTT
ATGGGGTCAACCGCCATCCT
ATGTCTGTCTCCTCCCTCAT
GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG
GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC
CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG
CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG
CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT

TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG

1. tablazat Alkalmazott primerek
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1-2

1-2

1-2

1-2

1-2

1-2

Mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

Leader mix

JH mix

JH mix

JH mix

JH mix

JHc

Forward szekvenalas
(leader)

Forward szekvenalas
(leader)

Forward szekvenadlas
(leader)

Forward szekvenalas
(leader)

Forward szekvenalas
(leader)

Forward szekvenalas
(leader)

FR1 mix, FR1
forward szekvenalas
FR1 mix, FR1
forward szekvenalas
FR1 mix, FR1
forward szekvenalas
FR1 mix, FR1
forward szekvenalas
FR1 mix, FR1
forward szekvendlas
FR1 mix, FR1
forward szekvenalas



Primary PCR. — L eader primer

——#JHc constans

/

Bioinformatikai
lizi

\

IGHV génszegmentum

IGHV génszegmentum

sikeres meghatarozasaa sikertelen meghatarozasaa
Forward
szekvenalas
Sikeres Sikertelen
szekvenalas szekvenalas
FR1 primer+— Primary PCR
JHc constans #+—— Reverse
szekvenalas
Bioinformatikai
analizis
IGHV génszegmentum IGHV génszegmentum

sikeres meghatdrozasaa

sikertelen meghatarozasaa

)

Forward

szekvenalas

Sikeres
szekvenalas

$L%?§£
/N

Sikeres Sikertelen
szekvenalas szekvenalas

3. abra Sanger-szekvenalas munkafolyamatanak 1épései
(Készitve a BioRender.com segitségével)

A szekvenalast minden esetben a ,,LEADER” primerekkel kezdjiik, mivel ez biztositja a

teljes FR1, FR2, FR3, CDR1, CDR2, CDR3 régiok lefedését. Amennyiben a szekvenalas

eredménytelennek bizonyul a LEADER primerek segitségével, az ,,FR1” primer-settel az

eljarast megismételjiik.
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A Sanger-szekvenalas alapu IGHV meghatarozas elsd 1épéseként az un. leader (vagy FR1)
mixet alkalmazzuk az Gn. primary-PCR reakcid részeként. A mixek dsszetételét, valamint a

pontos aranyokat az 2. tdblazaton, a PCR kondiciokat pedig a 3. tdblazatban tiintettiik fel.

Komponens Mennyiség (ul) / csé
Forward mix (leader/FR1 mix — 25 nM) 1,00 pl
JH mix (reverz mix — 25 nM) 1,00 pl
DNS templat 1,00 pl
Steril viz 9,50 pl
AmpliTaq Gold MM 12,50 pl
Vegtérfogat: 25 ul

2. tablazat Leader/FR1 mix Osszetétele
Lépések: Homérséklet: Ido:
Elédenaturdacié 94°C 7 perc -
Denaturacio 94°C 30 masodperc
Primer kétodés 60°C 45 masodperc 35 ciklus
Extenzio 72°C 1 perc
Term.extenzio 72°C 10 perc

3. tablazat Primary-PCR kondiciok

A primary-PCR-t kovetéen a JHc (JHconstans) primer alkalmazasaval reverz iranybol
megszekvenaljuk a primary-PCR reakcio termékét. A reverz szekvenalas eredményeképpen
egy viszonylag magas szekvenaldsi hattérrel rendelkezd szekvenciat kapunk, amelyet
bioinformatikai analizissel elemziink. Az analizis eredményeképpen meghatarozzuk az IGH
génatrendezddés variabilis génszegmentumat. Ezt kovetden, a primary-PCR termékbdl
forward iranya szekvenalast végziink a reverz-szekvendlds sordn azonositott V
génszegmentumnak megfelelden.

A PCR reakciok soran az AmpliTaqGold polimeraz enzimet (ThermoFiser Scientific,
Waltham, MA, USA) alkalmaztuk. A PCR-reakcié termékeit enzimatikusan ,,exosap”
alkalmazasaval tisztitottuk (ThermoFiser Scientific Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA). A Sanger szekvenalasi reakciohoz a BigDye 3.1 terminatort és az 5X szekvenald
puffert (ThermoFiser, Waltham, MA, USA) hasznaltuk. A mixek Osszetételét, valamint a
pontos aranyokat az 4. tablazaton, mig a szekvenalasi reakcid soran alkalmazott PCR

kondicidokat az 5. tablazatban tuntettuk fel.
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Komponens Mennyiség (ul) / csé

JHc primer — 25 nM 0,250 pl
BigDye 3.1 termindtor 0,500 pl
Templat 1,875 pl
BigDye 5x szekvendlo puffer 6,375 ul
Steril viz 1,000 pl
Veégtérfogat: 10 pl
4. tablazat Szekvenalasi reakcid komponensei és aranyai
Lépések: Homérséklet: Ido:
Elodenaturacio 95°C 5 perc
Denaturacio 95°C 30 mésodperc
Primer kotédés 51°C 25 masodperc 28 ciklus
Extenzio 60°C 4 perc

5. tablazat Szekvenalasi reakcié PCR kondicioi
4.3.2 NGS-alapt IGHV-szekvenalas

Az NGS-alapi mutacidanalizist a LymphoTrack® Dx IGHV Leader Somatic
Hypermutation Panel Assay (Invivoscribe, San Diego, USA), valamint a LymphoTrack®
IGH FR1 Assay (Invivoscribe, San Diego, USA) alkalmazasaval, illumina Miseq késziiléken
végeztik (Illumina, San Diego, California, USA) a gyartd eldirasainak megfeleléen. A
szekvenalasi reakciot MiSeqReagent Kit v3 alkalmazasaval, 300-ciklusos flow-cellen,
paired-end szekvenalassal végeztiik. A szekvenalasi reakciok soran egységesen 100ng bevitt
DNS-mennyiséggel dolgoztunk. Az NGS-konyvtarkészités soran az amplifikalt termékeket
Agencourt AMPure XP magneses gyongyokkel (Beckman Coulter, Brea, California, USA)
tisztitottuk. A konyvtarak minéségét qPCR alkalmazasaval ellendriztiik a KAPA Library
Quantification Kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). A szekvenalds soran generalt
FastQ fileokat a LymphoTrack Dx MiSeq Data Analysis (Invivoscribe, San Diego, USA)

szoftver 2.4.3-as verzidjaval elemeztiik.

4.4 Bioinformatikai analizis

A bioinformatikai analizist az International ImMunoGeneTics information system
(IMGT/V_QUEST) ¢és az ARResT/AssignSubsets (Bystry és mitsai., 2015) online

bioinformatikai platformok segitségével végeztiik.
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A folyamat elsdé 1épéseként, a megfeleld faj és receptortipus kivalasztasat kovetden, az
analizalni kivant szekvenciat igynevezett FASTA formatumban kell megadni a 4. abran

feltiintetett modon.

Analyse your IG (or antibody) or TR nucleotide sequences

The list of the IMGT/V-QUEST reference directory sets to which your sequences can be compared is available here

Human sequence sets to test IMGT/V-QUEST are available here

Your selection

Species IHomo sapiens (human) Receptor type or locus  |icH

Sequence submission

® Type (or y/ ) your leotid (s) in FASTA or in FASTQ format

>48724
AGGGGCTTCCTAGTCCTAAGGCTGAGGAAGGGATCCTGGTTTAGTTAAAGAGGATTTTATTCACCCCTGTGTCCTCTCCACAGGTGTCCAGTCCCAGGTG
CAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCT
GGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCAC
GATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGGGCTATGGTTCGG
GGAGTTATTAATTATTACTACTACTACTACTACATGGACGTCTGGGGCAAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAAAAA

) Or give the path access to a local file containing your sequence(s) in FASTA or in FASTQ format
Féjl kivalasztasa | Nincs fajl kivalasztva

Start || Clear the form |

4, dbra Az IMGT/V QUEST-tel analizalni kivant szekvencia

Az interpretacid elsd 1épéseként az analizalt IGHV szekvencia produktivitasat sziikséges
ellendrizni. Amennyiben nem tortént kereteltolddassal jard, vagy STOP kodont
eredményez6 mutacio, ugy a szekvencia produktivnak tekinthetd (5. abra). Ezt kdvetden a
Lsummary” fiilrél leolvashatdéak az atrendezddott V, D, valamint J génszegmentumok,

tovabba a szomatikus hipermutacio szdzalékos értéke (5. abra).
Sequence: 1 48724

Analysed sequence length: 479
Sequence analysis category: 2 (indel search & correction).
Sequence compared with the Homo sapiens (human) |G set from the IMGT reference directory (set: F+ORF+ in-frame P)

>48724
aggggcttcctagtcctaaggctgaggaagggatcctggtttagttaaagaggattttat
tcacccctgtgtcctctccacaggtgtccagtcccaggtgeagetggtgcagtctgggac
tgaggtgaagaagcctgggtccteggtgaaggtctectgeaaggettctggaggeacctt
cagcagctatgctatcagctgggtgegacaggeccctggacaagggettgagtggatggg
agggatcatccctatctttggtacagcaaactacgcacagaagttccagggeagagtcac
gattaccgcggacgaatccacgagcacagcctacatggagetgageagectgagatctga
ggacacggccgtgtattactgtgegagggctatggttcggggagttattaattattacta
ctactactactacatggacgtctggggcaaagggaccacggtcaccgtctectcaaaaa

Result summary: 48724 Productive IGH rearranged sequencel(no stop codon and in-frame junction)

V-GENE and allele Homsap IGHV1-69*01 F_or Homsap IGHV1-69D*01 F | score = 1440 Iidentity =100.00% (288/288 nt) I
J-GENE and allele Homsap IGHJ6*03 F score = 310 | identity = 100.00% (62/62 nt)
D-GENE and allele by IMGT/JunctionAnalysis Homsap IGHD3-1001 F D-REGION is in reading frame 3

FR-IMGT lengths, CDR-IMGT lengths and AA JUNCTION | [25.17.38.11] [8.8.20] CARAMVRGVINYYYYYYYMDVW
JUNCTION length (in nt) and decryption 66 nt = (8)-3{2}-6(21)-4{2}+1(32) (3'V)3'{N1}5'(D)3'(N2)5'(5'J)

5. abra A vizsgalt szekvencia adatai
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4. Results of IMGT/JunctionAnalysis
Maximum number of accepted mutations in: 3V-REGION = 0, D-REGION = 2, 5J-REGION = 0

Maximum number of accepted D-GENE: 1

Analysis of the JUNCTION

D-REGION is in reading frame 3

Click on mutated (underined) nucleotide to see the original one: |

Input V name 3'V-REGION N1 D-REGION N2 P 5'J-REGION 3 name D name Vmut Dmut Imut Ngc JUNCTION decryption

48724 Homsap IGHV1-69*01 F tgtEcgag... 86 -..... ctatggttcggggagttatta.... at t attactactactactactacatggacgtctgg Homsap IGHJ6*@3 F Homsap IGHD3-10'01 F  © @ 0 2/4 (8)-3(2)-6(21)-4({2}+1(32)

Translation of the JUNCTION
Click on mutated (underined) amino acid to see the orginal one

CDR3-
104105 106 107 108 109 110 111 111.1 111.2 111.3 112.4 112.3 112.2 112.1 112 113 114 115 116 117 J118) Frame IMGT

length
. T v v v s

48724 Jtgrt | gcg agg gct atg gtr cgg gga gtt  att  aat  tat  tac  tac  tac ‘tac tac tac atg gac gtc ftgg

Molecular 1 PhysicoChemical
mass Descriptor

+ 20 2,863.34  8.16 CARAMVRGVINYYYYYYYMOVW

Be aware that some allele reference sequences may be incomplete or from cDNAs. In those cases, IMGT/JunctionAnalysis uses automatically the aliele *01 for the analysis of the JUNCTION.

6. abra A junkciot felépité aminosavak meghatarozasa

A 104-es cisztein, valamint a 118-as pozicioban levé triptofan jelenlétét minden esetben
ellendrizni sziikséges, tekintve, hogy hianyuk unproductive génatrendezddést vetit elére (6.
abra). A 118-as tirptofan hianyaban, amennyiben az aminosavat egy un. G-X-G motivum
koveti eltekinthetiink a triptofan hidnyatol.

A sztereotip B-sejt receptorokat az ARResT/AssignSubsets online bioinformatikai platform
segitségével hataroztuk meg. Az elézdekben taglaltakhoz hasonldan, a teljes szekvenciat

FASTA formatumban sziikséges megadni (7. abra).
ARResT/AssignSubsets

cite us!
assigning new members to existing subsets of stereotyped antigen receptor sequences, currently applicable to

05.01.23 | powered by ARResT/SeqCure ; ARResT/Subsets ; IMGT/V-QUEST ; IMGT/CLL-DB

ARResT | cite us | news | help | contact us | BAT cave | \7

please consider using Chrome / Firefox / Safari for best viewing and full functionality

your antigen receptor sequences

provide up to 50 FASTA-formatted FULL NUCLEOTIDE IG sequences - check example below, ~100kb upload limit

>48724 -
AGGGGCTTCCTAGTCCTAAGGCTGAGGAAGGGATCCTGGTTTAGT TAAAGAGGATTTTATTCACCCCTGTGTCCTCTCCACAGGTGTCCAGTCCCAGGTGCAGCTG
GTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGT TCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATC ~
CACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGGGCTATGGTTCGGGGAGTTATTAATTATTACTACTAC

Fajl kivalasztasa | Nincs féjl kivalasztva clear browsed file

or click to load example
FASTA

DISCLAIMER - there is no guarantee that ARResT/AssignSubsets will be able to properly assign all your sequences to subsets. please bear this in mind when making decisions, especially

important ones on e.g. clinical care, and especially with - or ‘low'~

Assign to Subsets or reset

7. abra Az ARResT/AssignSubsets-el analizalni kivant szekvencia

To help us improve ARResT/AssignSubsets, please contact us.
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ARResT/AssignSubsets

assigning new members to existing subsets of stereotyped antigen receptor sequences

we're running ARResT/AssignSubsets - please follow our progress below...

(?) monitoring the resources used (your quota: 300 sec and 1000 megabytes RAM)
(?) checking IMGT accessibility

(?) running ARResT/SeqCure with your sequences...

(=) ARResT/SeqCure report

(?) model is running...

(=1 /1 / 1 were assigned / 'healthy' / submitted

DISCLAIMER - there is no guarantee that ARResT/AssignSubsets will be able to properly assign all your sequences to subsets, please bear this in mind when making decisions, especially

important ones on e.g. clinical care, and especially with ‘borderiine’- or ‘low'-confidence assignments. To help us improve ARResT/AssignSubsets, please contact us

plain-text-formatted results table (best viewable in a spreadsheet), or see below

click to open/close quick help »
assignment frequencies table

CLL#2 CLL#1 CLL#4 CLL#6 CLL#5 CLL#3 CLL#8 CLL#31 CLL#16 CLL#77
28% 24% 1.0% 0.9% 0.7% 0.6% 0.5% 0.4% 0.3% 0.3%
1

CLL#7H CLL#28A CLL#201 CLL#12 CLL#59 CLL#14 CLL#64B CLL#99 CLL#202

0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.3% 0.3%
assignment report table

label [+ heat map, if appl.] SeqCure subset confidence score
48724 OK CLL#5 extreme 62.14

8. abra Arrest/AssignSubsets elemzés végeredménye

Az elemzés eredménye a pirossal bekeretezett négyzetben lathatd, ami jelen esetben az 5-0s
tipusu subset (8. dbra). Amennyiben nem sikeriilt a vizsgalt szekvenciat subsetbe sorolni,

ugy a subset neve helyett az ,,unassigned’ felirat olvashato.

45 Statisztika

A mintak Gauss-i eloszlasat/normalitasat a D’Agostino és Pearson, Anderson-Darling,
Shapiro-Wilk ¢s Kolmogorov-Smirnov tesztekkel vizsgaltuk. A kategorikus valtozok
esetében Fischer-féle egzakt tesztet alkalmaztunk. A szomatikus hipermutacio szézalékos
értékeit Spearman féle korrelacioval, valamint lineédris regresszioval vizsgéaltuk. A
statisztikai vizsgalatok soran kapott p-értékeket 0,05 alatti érték esetén fogadtuk el

szignifikdnsnak.
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5. Kisérleti eredmények ¢és értékelésiik

5.1 Normalitasi eloszlas vizsgalata

Eredményeink alapjan a konvencionalis Sanger szekvenalds, valamint az NGS alapa IGHV
szomatikus hipermutacios ratak nem kovették a Gauss-i féle eloszlast (Anderson-Darling
teszt Sanger,NGS P<0,0001; D’Agostino & Pearson, Sanger P=0,0002, NGS P=0,0006;
Shapiro-Wilk teszt, Sanger, NGS <0,0001; Kolmogorow-Smirnov Sanger, NGS P<0,0001)
(9. abra).

QQ plot
1004 « Sanger SHM %

] .,i;;;.- = NGS SHM %
e i -f“s
) ] e
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9. abra A két mddszer normalitéas vizsgalata QQ plottal

5.2 NGS vizsgalat soran nyert IGHV adatok

5.2.1IGHV statusz meghatarozas

Az NGS adatokat figyelembe véve 94 beteget vizsgalva az esetek 51%-aban (45/94) a
kedvezObb prognodzissal rendelkezd mutalt, 46%-aban (40/94) az agresszivabb kimenetell

mutalatlan, 3%-aban (3/94) pedig a borderline csoport volt megfigyelhetd (10. abra).
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Az IGHV statuszok eloszlasa
3%

46% 51%

® IGHV-M = IGHV-U IGHV-B

10. 4bra Az IGHV statuszok eloszlasa

Az IGHV-génen detektalt atrendezddéseket az 6. tdblazatban tiintettiik fel.
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Atrendezédott

IGHV-gén
IGHV4-59

IGHV4-30
IGHV4-34
IGHV5-10
IGHV3-48
IGHV1-18
IGHV3-7
IGHV3-33
IGHV3-23
IGHV3-15
IGHV3-20
IGHV4-31
IGHV1-69

IGHV1-3
IGHV3-66
IGHV3-30

IGHV2-5
IGHV4-39
IGHV3-53
IGHV3-11
IGHV5-51
IGHV3-13
IGHV3-49

IGHV1-8
IGHV3-21

IGHV1-2
IGHV4-61
IGHV1-46
IGHV3-72
IGHV2-26

db

5 (6%)
3 (3%)
6 (7%)
2 (2%)
1 (1%)
5 (6%)
5 (6%)
3 (3%)
6 (7%)
5 (6%)
1 (1%)
1 (1%)
10 (11%)

2 (2%)
2 (2%)
6 (7%)
3 (3%)
4 (4%)
1 (1%)
1 (1%)
2 (2%)
1 (1%)
1 (1%)
2 (2%)
3 (3%)
2 (2%)
2 (2%)
2 (2%)
1 (1%)
1 (1%)

M

4 (80%)
3 (100%)
3 (50%)
0 (0%)
1(100%)
1 (20%)
5 (100%)
1 (33%)
6 (100%)
3 (60%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (10%)

1 (50%)
2 (100%)
1 (17%)
3 (100%)
2 (50%)
1 (100%)
1 (100%)
0 (0%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (50%)
1 (33%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (50%)
1 (100%)
0 (0%)

U

1 (20%)
0 (0%)
2 (33%)
2 (100%)
0 (0%)
2 (40%)
0 (0%)
2 (67%)
0 (0%)
2 (40%)
1 (100%)
1 (100%)
9 (90%)

1 (50%)
0 (0%)
5 (83%)
0 (0%)
2 (50%)
0 (0%)
0 (0%)
2 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (50%)
2 (67%)
2 (100%)
2 (100%)
1 (50%)
0 (0%)
1 (100%)

B

0 (0%)
0 (0%)
1 (17%)
0 (0%)
0 (0%)
2 (40%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

Subsetek
szama
1 (12,5%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
3 (37,5%)

1 (12,5%)
0 (0%)
1 (12,5%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (12,5%)
1 (12,5%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

Subset tipus

CLL77

CLL3, CLL5,
CLL59
CLL1

CLL202

CLL2
CLL5

6. tablazat IGHV-génen detektalt atrendezddések, illetve az SHM statusszal és subset alcsoportokkal 1évo

kapcsolata
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5.2.2 Subsetek eloszlasanak meghatarozasa

Az IGHV-B/borderline csoportbol 1 esetben sikeriilt a subset meghatarozas. Ezzel szemben
a mutalatlan csoport esetén 36 esetben, a mutalt csoport esetén pedig 43 esetben sikeriilt
meghataroznunk a subsetet. A 11. abran is lathatd, hogy a mutalt csoportba tarsultak
leggyakrabban a subsetek.

A subsetek eloszlasa az IGHV statuszok fliggvényében
1%

45%

® |GHV-M IGHV-U IGHV-B

11. abra A subsetek eloszldsa az IGHV statuszok fliggvényében

Az IGHV-M csoport esetén kétféle subsetet sikeriilt meghataroznunk, ez a két subset a
CLL2-nek, illetve CLL77-nek mindsiilt, melyek az irodalmi adatok alapjan kedvezétlen,
illetve indolens prognozissal tarsithatoak. Az IGHV-U csoport esetén 6t kiilonbozd subset
tipust sikeriilt meghataroznunk, melyek a kovetkezék: CLL1, CLL3, CLL5, CLL59 és
CLL202. Az irodalmi adatok alapjan ezek koziil a CLL1, CLL3 és CLL5 az melyekre az
agresszivabb lefolyas betegség jellemzd, mig a CLL59-et az indolens betegséglefolyas
jellemzi inkabb. A subset tipusok eloszlasat az IGHV statuszok fiiggvényében a 12. abran
tiintettiik fel.
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A subset tipusok eloszlasa az IGHV statuszok fliggvényében

CLL1 CLL2 CLL3 CLL5 CLL59 CLL77 CLL202
N IGHV-M IGHV-U

12. abra A subset tipusok closzlasa az IGHV statuszok fliggvényében

A produktiv szekvencidk figyelembevételével az esetek 9%-aban (8/94) sikeriilt subsetet
kimutatnunk. A subsetek meghatarozasanak sikeressége az egyes IGHV statuszokon beliil

nem volt szignifikans (p=0,312) (13. abra).

50 p=0,132 _ ]
|—| Ml Sikeres alcsoportba sorolas

40 B Sikertelen alcsoportba sorolas
— 307
(0]
0

20—

104

oLl W
IGHV-M IGHV-U

13. abra A subset eloszlas vizsgalata az IGHV statusz fiiggvényében Fisher egzakt teszttel
5.2.3NGS futasok sikerességének meghatarozasa

A 94 esetbdl csak 10 esetben nem sikeriilt meghataroznunk NGS-el az IGHV SHM statuszt.
Ugyanakkor az esetek felében, habar a klont sikeriilt meghatdroznunk, de annak az

improduktivitadsa miatt nem sikeriilt a statuszt meghatarozni (14. abra).

30



IGHV SHM statusz meghatarozasanak sikerességének rataja

11%

89%

= Sikeres Sikertelen

14. dbra Az NGS-el torténd IGHV SHM statusz meghatarozasanak sikerességi rataja
5.2.4 A nem meghatarozhaté SHM statusz okai

A sikertelenség hatterében 31%-ban (4/13) az alacsony Q30-as érték, illetve alacsony
readszam, tovabbi 31%-ban (4/13) az oligo-, illetve poliklonalitas és 38%-ban (5/13) pedig
produktiv klon hianya allt (15. abra).

A sikertelenség hatterében allo jellemz6k

Oligoklonalitas/poliklonalitas

Nem produktiv kién

Alacsony Q30/alacsony readszam

15. abra A sikertelenség hatterében allo jellemzdok



5.2.5 Primerek 0sszehasonlitasa

Meéréseink soran 97%-ban (94/97) hasznaltunk leader primert és minddsszesen 3%-ban
(3/97) FR1 primert az NGS alapt vizsgalatok elvégzéséhez. A 97 eset 88%-aban (83/94)
volt sikeres az IGHV statusz meghatarozasa leader primerrel, 12%-aban (11/94) sikertelen,
mig FR1 primerrel 33%-aban (1/3) volt szintén sikeres és 67%-aban (2/3) sikertelen (16.

abra).

A primerek sikerességének rataja

FR1 és sikertelen 67%

FR1 és sikeres I 33%

Leader és sikertelen - 12%
Leader é sikeres | e

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

16. abra A primerek sikerességének rataja NGS adatokra nézve

Tapasztalataink alapjan elmondhatjuk, hogy leader primer alkalmazéaséaval szignifikansan
gyakrabban sikeriil a SHM statusz meghatarozasa, mint FR1 primer hasznalataval
(P=0,0464*) (17. abra). Az alacsony szintli szignifikanciara potencialisan magyarazatot
adhat az FR1 primerrel tortént mérések alacsony szdma. A jelenséget tovabba az is
magyarazza, hogy az FR1 primerrel kizardlag abban az esetben végeztiink vizsgalatot,
amennyiben a leader primer alkalmazasaval nem sikeriilt eredményt elérniink, ezaltal az

eredmény 6nmagaban félrevezeto lehet.
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17. abra Az NGS moédszer soran alkalmazott primerek sikerességének vizsgalata Fisher egzakt teszttel

5.2.6 A klonok szamanak meghatarozasa

Osszesen 84 esetben sikeriilt produktiv klont/klénokat meghataroznunk, amely az dsszes
esetszam 89%-at (84/94) jelenti. A maradék 11%-ba azon mintak tartoznak melyek esetében
az 5.1.4-es fejezetben taglaltak miatt nem sikeriilt az SHM statusz meghatarozasa.

Az esetek dontd tobbségében, azaz 77%-aban (65/84) csak egy klont, 17%-aban (14/84) 2
klont, 4%-aban (3/84) 3 klont és 2%-aban (2/84) 4 klont sikeriilt meghatarozni (18. abra).

A kldnok szamanak meghatarozasa

70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

S ee——
0

m 1 klén 2klon m3kion m4klon

18. abra A klonok szdmanak meghatdrozasa NGS alapu adatok szerint
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Osszesen 84 esetben sikeriilt produktiv klént meghataroznunk. Tobb produktiv kléon
esetében az IGHV statusz meghatarozasa az aktualis szakirodalmi ajanlasoknak megfeleléen
tortént (n=12). Az 6sszes minta 48%-at IGHV-M, 42%-at IGHV-U, 2%-at IGHV-B, 8%-at
pedig inkonkluziv csoportba soroltuk be (19. abra).

Az IGHV statusz meghatarozasanak aranya tobb klon
detektalasa esetén

8%
2%

48%

42%

" IGHV-M = IGHV-U IGHV-B Inkonkluziv

19. abra Az IGHV statusz meghatarozasanak aranya tobb klon detektalasa esetén

5.3 A két modszer dsszehasonlitasa

A betegek 66%-anak esetében (62/94) sikeriilt mindkét modszerrel meghatarozni az IGHV
szomatikus hipermutacios statuszt. Az esetek 2%-aban (2/94) csak Sanger szekvenalassal,
23%-aban (22/94) pedig csak NGS alkalmazasaval sikeriilt az IGHV statusz meghatarozasa.
Az Osszes mintat tekintve csupan 9%-a (11/94) esetén nem sikeriilt az IGHV SHM statusz
meghatarozasa.

A szomatikus hipermutacios értékek Osszehasonlitasanal azokat az eseteket vettiik alapul,
ahol az NGS vizsgalat alapjan csupan egy, a Sanger szekvenalas soran azonositott klonnal
megegyezd atrendezddést talaltunk (n=50). A két mddszer dsszehasonlitdsdhoz Spearman-
féle korrelaciot és linearis regressziot alkalmaztunk. Az eredményeink alapjan a két modszer

erdteljes pozitiv korrelaciot mutat (r=0,9793, P<0,0001) (20. abra).
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20. abra A két modszer szomatikus hipermutacios statuszanak vizsgalata Spearman korrelacioval

A konvenciondlis Sanger szekvenalds alapu, valamint az NGS-alapa IGHV SHM statusz
meghatdrozasanak sikerességét Fischer-féle egzakt teszttel hasonlitottuk Ossze.
Eredményeink alapjan az NGS alapt SHM meghatarozas szignifikansan gyakrabban sikertil,

mint ugyanazon minta esetében Sanger szekvenalas alapt eljarassal (p=0,001) (21. &bra).

p=0,001**

100 1 _
Hl Sikeres

= Sikertelen

Eset

Sanger NGS

21. abra A két modszer sikerességének vizsgalata Fisher egzakt teszttel
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6. Osszefoglalas

Vizsgalataink soran egyik f6 célunk volt 6sszehasonlitani a konvencionalis, multiplex PCR-
alapit  Sanger szevenalast az NGS-alapt modszerrel. Kisérleti eredményeink
alatamasztottak, hogy a Sanger szekvenalds soran kapott eredmények jelentdsen korrelalnak
az NGS-el végzett IGHV SHM statusz meghatarozasa soran kapott eredményekkel.

Az IGHV SHM statusz, mint kulcsfontossagu biomarker vizsgalatat standard kezelési
modszerként végzik. Ez elsédlegesen a hagyomanyos, multiplex PCR-alapu Sanger
szekvenalassal torténik, ami azonban munka-, és idéigényes modszernek bizonyul. Ezzel
szemben az wjgeneracios szekvenalas nemrégi megjelenése kovetkeztében tobbek kozott
lehetové valt a kiilonb6zo klonok atrendezddéseinek vizsgalata, és ezéltal a konvencionalis
eljarasokkal kihivast jelentd esetekben is potenciadlisan meghatdrozhat6 a SHM statusz.
Eredményeink soran azt tapasztaltuk, hogy az NGS-alapu vizsgalat szignifikansan
gyakrabban hoz eredményt a Sanger szekvenalassal 6sszehasonlitva, ezaltal megbizhatobb
alternativat jelent. Mindemellett, els6sorban nagy mennyiségii mintaszdm esetén jelentdsen
felgyorsitja, és gordiilékenyebbé teszi a munkafolyamatot, tekintve, hogy az esetek dontd
tobbségében elégséges a ,,Leader” primer hasznalata, és nem sziikséges a folyamatot
megismételni ,,FR1” primer segitségével. Mindennek hatasara a gyorsabb munkafolyamat
mellett, a vizsgalhato régio hossza is megnovekedik, hozzajarulva a pontosabb SHM statusz
meghatarozasahoz.

F6bb megallapitasunk, hogy az NGS-alapu IGHV analizis egy gyorsabb, hatasosabb és
pontosabb alternativat jelent a konvencionalis szekvenalassal szemben. Tudomasunk szerint
hazankban eldszor Intézetiinkben végeztiik az IGHV NGS alapti meghatarozasat, amely
mara a rutindiagnosztikai paletta részeként elérhetdvé valt az orszag valamennyi

hematologiai centruma szamara.
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Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani konzulenseimnek: Dr. Kovacs Monikanak, Dr. B6dor
Csabanak és Dr. Laszl6 Tamasnak!

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Kovacs Monikanak az egyetemi tanulményaim soran
atadott tudasért!

Tovabba, koszonetet szeretnék mondani Dr. Bodor Csabanak, amiért biztositotta szamomra
a lehet6séget, hogy szakdolgozatomat a Semmelweis Egyetem, Patologiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézet keretein beliil készithessem el, segitette témavalasztdsomat ¢s az
elkészités folyamata soran barmely felmeriilé problémara segitett megoldast talalni.

Kiilon koészonettel tartozom még Dr. Laszlo Tamasnak, amiért végig kisért a szakdolgozat
irds nehézségein €s végtelen tiirelemmel segitette munkédmat szakmai tuddsaval. Ezen feliil
kiszélesitette latokoromet nemcsak a témaval, hanem az Intézetben végzett kutatomunkak

fontos szerepével kapcsolatban is.
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NYILATKOZAT

a szakdolgozat nyilvinos hozziférésérél és eredetiségérdl

A hallgat6 neve: Klein Adrienn
A Hallgat6 Neptun kédja: VCGFBY
A dolgozat cime: Az IGHV szomatikus hipermutéci6s statuszanak meghatarozisa

Ujgeneracios szekvendlassal kronikus limfocitds leukémi4ban
A megjelenés éve: 2023
A konzulens tanszék neve: Elelmiszer-mikrobiolégia, -higiénia és -biztonsag Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam beny(jtott zérédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié'
egyéni, eredeti jellegil, sajit szellemi alkotdsom. Azon részeket, melyeket més szerzok
munkajabdl vettem at, egyértelmiien megjelsltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a Zarévizsga-bizottsag a
zar6vizsgabol kizdr és a zarovizsgat csak Gj dolgozat készitése utin tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését €s nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az dltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhasznalasara,
hasznositisara a Magyar Agrar- és Elettudomanyl Egyetem mindenkori szellemitulajdon-
kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata felt6ltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudoményi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe.

Kelt: 2045 év (09 h6 _ @3 nap

Hallgato alairasa
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KONZULTACIOS
NYILATKOZAT

A Klein Adrienn (hallgaté Neptun azonositja: VCGFBY) konzulenseként nyilatkozom arrél,
hogy a zar6dolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfolié' attekintettem, a hallgatot
az irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairl
tajékoztattam.

A zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfoliot a zarévizsgan torténd védésre
javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?
Kelt: 482015 év o5~ hé ©% nap
: %/p/) % 4
Belso konzulens
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