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Szakdolgozat 6sszefoglalo

Klein Adrienn

Az IGHV szomatikus hipermutacios statuszanak meghatarozasa Gjgeneracios szekvenalassal

kronikus limfocitas leukémidban



Bevezetés: A nyugati orszagokban a kronikus limfocitds leukémia (CLL) a felndttkori
hematoldgiai malignitasok leggyakrabban eléfordulo tipusa. A betegség lassan fejlodik, akar
évekig tiinetmentes lefolyassal tarsulhat. Elsdsorban az idésebb korosztalyt érinti, ezen beliil is
leginkébb a férfiakra jellemzd. A diagnosztizalt betegek atlag életkora 70 év.

A CLL-t heterogén klinikai lefolyas jellemez, mely &sszefiiggésbe hozhaté az immunglobulin
IGHV statuszt kedvez6bb betegséglefolyas jellemzi, mig ezzel szemben a mutalatlan statuszt
kedvezbtlenebb, agresszivabb betegséglefolyds jellemez. Az IGHV SHM statuszanak
meghatarozasa soran a csiravonalbeli immunglobulin-nehézlancgénhez hasonlitjak az adott
minta szekvenciajat, és az eredményiil kapott hasonlosag %-os értéke alapjan sorolhat6 az adott

beteget mutalt, mutélatlan vagy borderline csoportba.

Célkitiizés: Szakdolgozatom készitésének célja egy Gjgeneracios-szekvenalason alapulo IGHV
muticids analizis felallitdisa és Osszehasonlitdsa a jelenleg széles korben elterjedt
konvencionalis multiplex PCR-alapt Sanger szekvenalassal. Mindemellett célul tiiztiik ki egy
ugynevezett ,,real-world” magyarorszagi betegkohort feltérképezését, €s az IGHV SHM statusz
eloszlasanak meghatarozasat a vizsgalt betegkohorton beliil. Ezenfeliil célunk volt a komplex

klonalis atrendezddésekkel rendelkezd esetek eléfordulasi gyakorisdganak feltérképezése is.

Mbédszer: Vizsgalatunk soran a ,, European Research Initiative on CLL” konzorcium altal
megszabott guidelineoknak megfeleléen Sanger szekvenalassal hatdroztuk meg az IGHV SHM
statuszt. Ezt kovetden minden esetben megismételtiik a vizsgalatot a LymphoTrack SHM Assay
(Invivoscribe, San Diego, USA) ujgenerdcids-szekvenalasi assay alkalmazasaval. Az

eredményeinket a GraphPad Prism statisztikai szoftver segitségével hasonlitottuk 6ssze.

Eredmények: Eredményeink alapjan az NGS alapti szomatikus-hipermutacios statusz
meghatarozasa hatékonyabb, mint a konvencionalis Sanger szekvenalasi modszer, elsdsorban
a komplex IGH-atrendez6désekkel rendelkezd esetekben. A kisérleti eredményeink
alatamasztottak, hogy amennyiben mindkét modszerrel sikeriil az IGHV statusz meghatarozasa,
a Sanger szekvendlas soran kapott szdzalékos eredmények jelentdsen korreldlnak az
ujgeneracios szekvendlassal (NGS) végzett IGHV SHM statusz meghatarozasa soran kapott

eredményekkel.



Osszefoglalas: Az IGHV SHM statusz, mely egy elengedhetetlen prognosztikai és egyben
prediktiv biomarker is, vizsgalatat standard kezelési modszerként végzik. Ezt elsésorban a
hagyomanyos, multiplex PCR-alapti Sanger szekvenalassal végzik, ami azonban nem csak
munka-, hanem id6igényes modszernek is bizonyul. Ezzel szemben az ujgeneracios
szekvenalas nemrégiben torténd megjelenése kovetkeztében a konvenciondlis eljarasokkal
kihivast jelentd esetekben is potencialisan meghatarozhaté az IGHV SHM statusz.

Az 1jgeneracios-szekvenalas alapi analizis egyben képez klonalitasi valamint IGHV
vizsgalatot, azaz képes detektalni a kiilonbozd klonokat, €s meghatirozni ezek szomatikus
hipermutécids statuszat. Mindezek altal az NGS alapti IGHV analizis egy 10j, megbizhat6 ¢€s
hatékony alternativat jelenthet a konvencionalis technologidkkal szemben.

Eredményeink soran azt tapasztaltuk, hogy az NGS-alapu modszer/vizsgalat egy megbizhatobb
alternativaja lehet a konvencionalis Sanger szekvenalasnak, mivel szignifikansan gyakrabban
hoz eredményt.

Mindemellett felgyorsitja és gordiilékenyebbé teszi a munkafolyamatot nagy mennyiségii
mintaszam esetén is, mivel az esetek tulnyomd tobbségében elegendd a ,,Leader” primer
hasznalata, ¢s nem sziikséges megismételni a szevenalast ,,FR1” primerrel.

Ezaltal nem csak a munkafolyamat gyorsul fel, hanem megné a vizsgalhato régiok hossza is,

melynek koszonhetden pontosabb SHM statusz meghatarozas valik lehetségessé.

Osszefoglalva, az NGS-alapti analizis egy gyorsabb, hatdsosabb és pontosabb alternativat jelent

a hagyomanyos Sanger szekvenalassal szemben.



