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10.1556,/2068.2023.00175 A hematoldgiai malignitasok diagnosztikdjaban mai napig meghatarozé szerepet tolt be a hagyomanyos
© 2023 Szerzd(k) kariotipizalas és a fluoreszcens in situ hibridizaci6. Ezen rutindiagnosztikdban alkalmazott citogenetikai
és molekuldris citogenetikai modszereknek a limitdcioi egyes esetekben viszont a végsé diagnozis és a
citogenetikai alcsoportokba valé besorolds hidnydhoz vezethetnek. Az optikai genomtérképezés, egy
DNS-alapu, 4j generacios citogenetikai modszer megjelenésével lehet6ségiink nyilik a képiaszam-elté-
rések és az 500 bazisparndl nagyobb strukturalis varidnsok egyideju feltérképezésére, akar 6t munkanap
alatt. Az elmult években tobb munkacsoport végzett Osszehasonlitd vizsgalatokat a hagyomanyos
()SSZEFOGLAL() citogenetik.ai. mé@szgrek és optikai genomtérképezés eredmén?reinek egylittes érte’kel.éséYel kiilonboz
o . hematoldgiai malignitdsok esetén. A kutatdsok Osszegzése ravildgit arra, hogy az optikai genomtérké-
KOZLEMENY pezéssel a rutinszertien alkalmazott mddszerekkel detektalt elérések mellett olyan tovabbi strukturalis

variansok és kdpiaszam-eltérések valnak azonosithatdvd, melyek mérete kisebb a hagyomanyos kario-
tipizalas felbontéképességénél. Ezenfeliil tobb kozlemény vilagit ra arra, hogy az 0j generacids citoge-
netikai moddszer eredménye egyes esetekben befolyasolhatja a betegek rizikdcsoportokba vald
osztélyozasat, valamint a megfeleld terdpia alkalmazdsit. A modszer hazai bevezetését akut leukémids
betegek mintdinak felhaszndlaséval végezziikk a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti Rakkutatd
Intézetének Molekularis Diagnosztika részlegén. Eddigi tapasztalataink és eredményeink szoros ossze-
fiiggésben dllnak a nemzetkozi irodalomban kozolt adatokkal.
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Optical genome mapping in hematological malignancies

Conventional karyotyping and Fluorescence In Situ Hybridization still play a major role in the diagnosis
of hematological malignancies. However, the limitations of these cytogenetic and molecular cytogenetic
methods used in routine diagnostics in some cases may lead to a lack of definitive diagnosis and clas-
sification into cytogenetic subgroups. With the appearance of the optical genome mapping, a DNA-based,
next-generation cytogenetic method, we have the opportunity to simultaneously detect copy number
variations and structural variants larger than 500 base pairs. In recent years, several working groups have
performed comparative studies to evaluate the results of conventional cytogenetic methods and optical
genome mapping in different hematological malignancies. A summary of these studies highlights that
optical genome mapping can be used to identify additional structural variants and copy number varia-
tions beyond those detected by routine methods. Furthermore, several publications point out that the
results of the next-generation cytogenetic method could influence in some cases the classification of
patients into risk groups and the use of the appropriate therapy. The Hungarian implementation of the
method is being performed using samples from acute leukemia patients at the Molecular Diagnostics
Division of the Department of Pathology and Experimental Cancer Research, Semmelweis University.
Our experience and results so far are closely related to those reported in the international literature.
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Napjainkban a hematol6giai malignitasok diagnosztikdjaban, a betegek molekularis alcso-
portokba, illetve rizikdcsoportokba valé besorolasaban, valamint a célzott terapias lehetGsé-
’j Journals gek azonositdsidban a molekuldris genetikai vizsgalatok mellett még mindig meghatérozo
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szerepet jatszanak a citogenetikai moddszerek, melyek lehe-
tové teszik a kromoszédmarégiok nagyobb szerkezeti és
szambeli eltéréseinek feltérképezését [1-3]. Mindezek
ellenére a jelenleg széles korben elterjedt, rutinszertien
alkalmazott, ugyanakkor nehezen megszerezhet6 technikai
tudast igényl6 citogenetikai és molekularis citogenetikai
technikdk esetenként nem elegendbek a pontos strukturélis
variansok detektaldsdhoz, ami hozzdjarulhat a végsé
diagnézis és egyes malignitasok esetén a citogenetikai
alcsoportba valé besorolds hianydhoz.

2017-ben vilt el@szor elérhetévé az Optikai Genomtér-
képezés (Optical Genome Mapping, OGM), egy Uj genera-
Cids citogenetikai modszer. Ezt a DNS-alapd, sejttenyésztést
nem igényld technoldgiat alkalmazva lehet6ségiink nyilik a
minta beérkezésétél szamitott 6t munkanapon belil a
képiaszameltérések és az 500 bazisparnal nagyobb struktu-
ralis varidnsok egyideju azonositésara.

A munkafolyamat sordn a periférids vér- vagy csontvel6-
mintdkbdl 150 kilobazisnal hosszabb, un. ultranagy moleku-
lasalyd DNS-t izoldlunk. A molekuldkat hat nukleotid
hosszusig, a genomban dtlagosan 5000 bazisparonként
repetitiven megjelené szakaszok szintjén fluoreszcensen
jeloljik, majd az igy el6készitett DNS-molekuldkat egy spe-
cidlisan kialakitott csatornarendszerb6l allo chip celldiba
toltjik. A kisebb atméréjli csatorndk irdnyaba haladva a
DNS-molekuldk egyre inkabb linearizalédnak, mig a nano-
csatornakba csak egy-egy szl kiegyenesedett DNS-molekula
dramlik. Igy lehetévé vélik az egyedi molekulék fluoreszcens
mikroszkép kamerdja altal valoé rogzitése, majd a jelolések
alapjan a DNS-szalak referenciagenomhoz valé pontos
illesztése. A vizsgalat nyers adatainak elemzése a Bionano
Access szoftverével torténik. Az analizis soran kiilénbozé
szlirési eljarasokkal azonosithatok a hematoldgiai malignita-
sokban potencidlisan szerepet jatszo aberraciok. Az egészséges
személyek mintaibdl generalt kontrolladatbazisban megjelené
eltérések kizarasat kovetéen a modszerrel megfelelden fel nem

térképezhetd, repetitiv szakaszokat tartalmazd pericentrome-
rikus és telomerikus régiok maszkoldsaval cs6kkenthetd
az édlpozitiv eredmények detektalasanak lehetdsége. A mun-
kafolyamat f6 1épéseit az I. dbra mutatja be.

Az elmult években tobb nemzetkézi munkacsoport
hasonlitotta 0ssze az U] generdciés és hagyomanyos
citogenetikai mddszerek eredményeit hematoldgiai maligni-
tasokban, ugymint akut mieloid leukémidban (AML),
mielodiszplézids szindrémdban (MDS), akut limfoblasztos
leukémidban (ALL), kronikus limfocitds leukémiaban (CLL),
kronikus mieloid leukémidban (CML) és limfomékban
(1. tdbldzat). Az irodalmi adatok szerint az OGM és G sdvos
kariotipizalas vagy fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)
eredményei kozott 85-100%-os konkordancia figyelhetd
meg [4-13]. Az optikai genomtérképezés szamara tulzott
kihivast jelent6 esetek leginkabb az 5-10% alatti varians allél
frekvenciaval megjelend szubklénok (2-4/20 kariotipizalassal
vizsgélt sejt), a genom repetitiv régidiban fellelhet$ variansok
(centromer, telomer), illetve a ploiditas nagyméret(i valto-
zdsaval Osszefiiggd kopiaszam-eltérések (kozel tetraploid
katiotipus) jelenlétében mutatkoztak [4-6, 9, 10, 14, 15].
A hagyomanyos mddszerek éltal vizsgalhatd aberracidkon
tal az OGM szamos, a kariotipizalas felbontoképességénél
kisebb méretii strukturélis elvaltozas kimutatasat is lehet6vé
tette minden vizsgalt esetben. Az Uj generacids citogenetikai
modszer alkalmazasaval, akdr a kariotipizélds sikertelensége
esetén is, a kiegyensilyozott kromoszoma-transzlokaciok,
valamint az 4trendez8désekben szerepet jatszé fuzids gén-
partnerek azonositisa mellett lehetséges a duplikaciok,
inverziok, inszerciok, delécidok és DNS kdpiaszam-eltérések
egyidejli detektalasa.

Jean és mtsai. B-sejtes ALL-ben szenvedd gyermekek
mintdiban a PAX5 gén intragénikus tandem multiplikacidja-
nak (PAX5-ITM) kromoszomalis mikroarray (chromosomal
microarray, CMA) és OGM-vizsgélata soran megallapitottdk,
hogy az Uj generacidés citogenetikai mddszer segitségével

1. dbra. A. Ultranagy molekulasulyu genomidlis DNS (gDNS) izoldldsa periférids vér- vagy csontveldmintdkbol. B. A gDNS festése speci-
fikus, hat nukleotid hosszusagu, fluoreszcensen jelolt szakaszokkal. C. A jel6lt gDNS-minta Bionano chipre toltése. D. A chip beolvasasa a
Saphyr rendszer altal. E. Az egyedi gDNS-molekuldk rogzitése a fluoreszcens mikroszkép kamerajaval. F. A strukturdlis varidnsok és
kopiaszdmelérések megjelenitése és elemzése a Bionano Access szoftverben
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1. tdbldzat. A hagyomanyos diagnosztikai médszereket és optikai genomtérképezést osszehasonlité f6bb onkohematolégiai kozlemények

OGM-mel
Kozlemény cime Megjelenés vizsgalt esetek  Rutindiagnosztikai
(eredeti nyelven) Szerz6k éve Entitds szdma modszerek Referencia
Optical genome mapping, a Valentin 2021 B-ALL, T-ALL 10 GTG-savozds, [4]
promising alternative to gold Lestringant és FISH, SNP-array,
standard cytogenetic mtsai. RT-MLPA
approaches in a series of acute
lymphoblastic leukemias
Optical genome mapping refines Estelle 2022 MDS, AML 68 GTG-savozas, [5]
cytogenetic diagnostics, Balducci és FISH
prognostic stratification and mtsai.
provides new molecular
insights in adult MDS/AML
patients
Optimizing the Diagnostic Katrina Rack 2022 B-ALL, T-ALL 41 GTG-savozas, [6]
Workflow for Acute és mtsai. FISH, RT-PCR,
Lymphoblastic Leukemia by MLPA, RNA-seq
Optical Genome Mapping
Characterization of PAX5 Jeffrey Jean és 2022 pALL 3 GTG-savozas, [7]
Intragenic Tandem mtsai. FISH, CMA, célzott
Multiplication in Pediatric B- NGS panel
Lymphoblastic Leukemia by
Optical Genome Mapping
Clinical Validation and Nikhil Shri 2022 CLL, AML, 69 GTG-savozas, [8]
Diagnostic Utility of Optical Sahajpal és CML, Limfoma, FISH
Genome Mapping for mtsai. MDS
Enhanced Cytogenomic
Analysis of Hematological
Neoplasms
High-resolution structural Hui Yang és 2022 MDS 101 GTG-savozas, [9]
variant profiling of mtsai. FISH, CMA, célzott
myelodysplastic syndromes by NGS panel
optical genome mapping
uncovers cryptic aberrations of
prognostic and therapeutic
significance
Optical Genome Mapping in Brynn Levy és 2022 AML 100 GTG-savozas, [10]
Acute Myeloid Leukemia: A mtsai. FISH, CMA,
Multicenter Evaluation
Optical Genome Mapping: A Anna Puiggros 2022 CLL 42 GTG-sdvozis, [11]
Promising New Tool to Assess és mtsai. FISH, CMA
Genomic Complexity in
Chronic Lymphocytic
Leukemia (CLL)
Optical Genome Mapping as a Julia Suttorp és 2022 pAML 24 GTG-savozds, [12]
Diagnostic Tool in Pediatric mtsai. FISH
Acute Myeloid Leukemia
Optical Genome Mapping Lisa-Marie 2023 B-ALL, T-ALL 11 GTG-savozds, [13]
Reveals and Characterizes Vieler és mtsai. FISH, RT-PCR
Recurrent Aberrations and
New Fusion Genes in Adult
ALL
Optical genome mapping reveals Wanda M. 2021 MDS, AML 27 GTG-savozas, [14]
additional prognostic Gerding és FISH, CMA,
information compared to mtsai. RT-PCR, célzott
conventional cytogenetics in NGS panel
AML/MDS patients
(continued)
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1. tdbldzat. Continued

OGM-mel
Kozlemény cime Megjelenés vizsgalt esetek  Rutindiagnosztikai
(eredeti nyelven) Szerz6k éve Entitds szdma modszerek Referencia
Optical Genome Mapping in Deepak B. 2022 MDS, AML 42 GTG-savozas, [15]
MDS and AML as tool for Vangala és FISH, CMA,
structural variant profiling— mtsai. RT-PCR
comment and data update on
Yang et al.: “High-resolution
structural variant profiling of
myelodysplastic syndromes by
optical genome mapping
uncovers cryptic aberrations
TP53 Abnormalities Are Silvia Ramos- 2022 CLL 9 GTG-savozas, [16]
Underlying the Poor Outcome Campoy és FISH, CMA
Associated with mtsai.
Chromothripsis in Chronic
Lymphocytic Leukemia
Patients with Complex
Karyotype
Clinical Utility of Combined Nikhil Shri 2022 MDS, AML 15 GTG-savozas, [17]
Optical Genome Mapping and Sahajpal és FISH, célzott NGS
523-gene Next Generation mtsai. panel

Sequencing Panel For
Comprehensive Evaluation of
Myeloid Cancers.

Roviditések: OGM Optikai Genomtérképezés, B-ALL B sejtes akut limfoblasztos leukémia, T-ALL T sejtes akut limfoblasztos leukémia, MDS
mielodiszplazias szindréma, AML akut mieloid leukémia, pALL gyermekkori akut limfoblasztos leukémia, CLL krénikus limfocitas
leukémia, CML krénikus mieloid leukémia, pAML gyermekkori akut mieloid leukémia, GTG-sdvozds G-sévos kariotipizalds, FISH
fluoreszcens in situ hibridizacié, SNP-array (single nucleotide polymorphism array) egyedi nukleotid-valtozatokat detektald array,
RT-MLPA reverz transzkripciés multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikicio, RT-PCR reverz transzkripciés polimeraz-lancreakcié, MLPA
multiplex ligaciofiiggd szondaamplifikécié, RNA-seq RNS szekvenalds, CMA (chromosomal microarray) kromoszémalis mikroarray, NGS

(next-generation sequencing) Uj generacios szekvenalds.

pontosabban meghatdrozhaté a felsokszorozddott szakasz
kopidinak szama az egyedi DNS-molekuldk kozvetlen meg-
jelenitése révén [7]. Yang és mtsai. 101 MDS-es beteg min-
tajanak OGM-vizsgalatat kovetden az esetek 34%-aban
azonositottak a standard citogenetikai mddszerekkel nem
észlelhet strukturalis varidnsokat és kdpiaszdm-eltéréseket, a
betegek 21%-ndl tortént citogenetikai rizikdcsoportvaltas,
valamint 13%-ukndl az 1j generdcids citogenetikai modszer
eredménye a terapiat potencidlisan megvaltoztat6 aberracid-
kat fedett fel [9]. Balducci és mtsai. 68 MDS-es és AML-es
beteg vizsgalata soran a normalis kariotipussal rendelkez
esetek 17%-dban, illetve 47%-dban, valamint az egyszer(
kariotipust (<3 citogenetikai eltérést hordozo) betegek 22,2%-
aban és 50%-aban azonositottak relevans, addicionalis aber-
racidkat, melyek koziil visszatéréek voltak a KMT2A gén
parcidlis tandem duplikacidja, a MYB gén eltérései, valamint a
NUP98 gént érint6 atrendezédések. Ezenfelil az OGM 2
AML-es betegnél a 2017-es ELN rizikdbesorolds meg-
valtoztatdsat eredményezte [5]. Levy és mtsai. 100 AML-es
diagnozis vagy relapszuskori mintajanak retrospektiv analizise
soran optikai genomtérképezéssel kimutattak minden olyan,
kordbban kariotipizalassal azonositott, klinikai relevancidval
bird strukturdlis elvaltozast és kdpiaszdm-eltérést, melyek
varians allél frekvencidja meghaladta az 5%-ot. Mindemellett

az OGM-mel djonnan azonositott aberraciok 5 betegnél a
2022-es ELN rizikébesorolds megvaltoztatisat, 4 esetben az
alkalmazott terapia modositasat, valamint 8 AML-es beteg
klinikai vizsgalatba valé potencidlis bevonasat eredmé-
nyezhették volna [10].

CLL-es betegek vizsgalata soran Puiggros, valamint
Ramos-Campoy és mtsai. a rossz prognozissal tarsuld
komplex kariotipusu betegek mintdiban minden esetben
azonositottak az Osszetett kariotipus valtozasokért felelds
génatrendezddéseket [11, 16].

Yang és mtsai. célzott 81 génes mieloid NGS-panel és OGM
egyittes alkalmazasaval a 101 vizsgalt MDS-es beteg mintdiban
97 esetben azonositottak legaldbb egy potencidlis driver muta-
ci6t, ravilagitva arra, hogy az optikai genomtérképezés adatai
kivaléan kiegészithetik az NGS-vizsgalat eredményeit [9].
Ezenfeliil Sahajpal és mtsai. a TruSight Oncology 523 génes
célzott NGS-panel és OGM hasznélatdt kombindlva szintén
leirtdk a mieloid malignitasok sikeres, atfogod citogenetikai és
molekularis genetikai profilozdsanak lehetéségét [17].

Levy, valamint Sahajpal és mtsai. 100 AML-es, illetve 59
kiilénboz6 hematolégiai malignitéssal biré és 10 kontrolleset
vizsgdlata soran megallapitottdk, hogy a >5%-os varidns allél
frekvencidnal megjelend aberraciok esetén az OGM specifi-
citdsa 100%, szenzitivitisa 98,4-98,7%, pozitiv prediktiv
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értéke 100%, negativ prediktiv értéke 98-99,9%, pontossaga
pedig 99,2-99,6% [8, 10]. Tovabba Sahajpal és mtsai. a
mddszer éltal nyujtott reprodukalhatésag vizsgalata érdeké-
ben hat mintét triplikitumban analizaltak. Az OGM alkal-
mazasdval minden replikitumban kimutattdk a keresett
aberracidkat, demonstralva ezaltal a 100%-os technikai és
analitikai reprodukalhatdsagot [8].

Magyarorszagon jelenleg a Semmelweis Egyetem Patolo-
giai és Kisérleti Rakkutatd Intézetének Molekularis Diag-
nosztika Részlegén akut mieloid leukémids felnttek és akut
limfoblasztos leukémidban szenvedd gyermekek diagnosztikus
és relapszus idején vett mintdin végezzikk a modszer hazai
bevezetését. A tobb mint 50 akut leukémids beteg mintdin
elvégzett analizis soran a nemzetkozi irodalomban leirtakhoz
nagyon hasonld, 89%-os konkordancidt tapasztaltunk az
OGM és rutindiagnosztikdban alkalmazott citogenetikai
modszerek eredményei kozott. Ezenkiviil minden esetben
azonositottunk olyan strukturdlis variansokat, melyek a stan-
dard kariotipizalas sordn, illetve a FISH vizsgalat rutinszertien
alkalmazott szonda készleteivel nem detektalhatok (2. dbra).
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A szakirodalmi adatok és sajat eredményeink fényében
az optikai genomtérképezés rutindiagnosztikiba valé beve-
zetése és Uj generacids szekvenalassal valé egyiittes alkal-
mazasa hosszi tavon a hematoldgiai malignitdsok és
egyéb betegségek atfogd, hatékony, egyiittes citogenetikai
és molekuldris genetikai profilozasat teheti lehetévé a
kozeljovOben.

Nyilatkozat: Jelen kozlemény mas folydiratban nem jelent
meg, és mashova nem keriilt bekiildésre. A levelez6 szerzé a
szerz6i utmutatodt elolvasta.

Anyagi tdmogatds: A kozlemény megirasa és a hozza kap-
csolédd kutatdmunka a FK20_134253, K21_137948, BO/
00125/22, UNKP-22-5-SE-7, H2020-739593, EFOP-3.6.3-
VEKOP-16-2017-00009 KDP-2020-1008491 TKP2021-EGA-
24 TKP2021-NVA-15, Elixir Hungary, valamint a Richter
Gedeon Nyrt. altal létrehozott Richter Gedeon Talentum
Alapitvany ,Richter Gedeon Kivalésdgi PhD Osztondij
tamogatasaval jott létre.

Strukturalis varidnsok eloszlasa
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Standard modszerek OGM

2. dbra. A. Komplex kariotipusu AML-es beteg mintdjanak OGM eredménye AML specifikus szlirést kovetSen: 45XY, -7,
-1p36.21p35.2(13549158-31787120), -5q23.2q33.2(123617752-155461750), -15q11.2q15.2(23843447-42522447), -15q21.2q22.2
(51187653-60271099), dup(7)(q36.1936.1), t(1;:22)(p22.2;q13.2), t(3;8)(q26.2;q24.21), fus(1;1)(p36.21;p35.2), fus(7:7)(p12.1;,q11.22),
fus(7;7)(p11.2;q31.1), fus(7;7)(q11.22;q11.23), fus(15;15)(q12;q21.3), fus(15;15)(q15.2;q21.3), fus(18;18)(p11.32;q11.2),
fus(18;18)(q21.2;q22.1). B. OGM-mel azonositott strukturalis varidnsok eloszlasanak ardnya betegségspecifikus sztréfeltételek alkalmazasat
kovetden 17 B-ALL-ben szenvedd gyermek és 35 AML-es feln6tt mintdjaban. C. Az OGM-mel vizsgat 52 akut leukémids beteg mintaiban
azonositott, kiilonb6z6 hematoldgiai malignitdsokban ismert, visszatéren érintett génekkel atfedd strukturdlis varidnsok szambeli
megoszlasa. D. 35 AML-es feln6tt koziil a hagyomdnyos citogenetikai modszerekkel (kartiotipizalds/FISH) 13, az OGM eredményei
alapjdn 19 beteget soroltunk a 2022-es ELN rizikécsoportokba
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Szerz6i munkamegosztds: B. A. - adatgy(jtés, Gj generacids
citogenetikai vizsgalat kivitelezése és eredményeinek értékelése,
kézirat megirasa. A. D., B. Cs. - a kézirat megirasa. A cikk
végleges valtozatat valamennyi szerzé elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerz6knek nincsenek érdekeltségeik.

KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton koszonetiinket nyilvanitjuk ki betegeinknek, a kli-
nikus kollégdknak, valamint a HCEMM-SE Molekularis
Onkohematoldgia Kutatocsoport valamennyi tagjanak.

ROVIDITESEK

ALL akut limfoblasztos leukémia

AML akut mieloid leukémia

B-ALL B sejtes akut limfoblasztos leukémia

CLL krénikus limfocitas leukémia

CMA kromoszémalis mikroarray (chromosomal
microarray)

CML krénikus mieloid leukémia

FISH fluoreszcens in situ hibridizacié

gDNS genomialis DNS

MDS mielodiszpldzias szindréma

NGS Uj generacids szekvendlds (next-generation
sequencing)

OGM optikai genomtérképezés (optical genome
mapping)

PAXS5-ITM PAX5 gén intragénikus tandem multiplikdciéja
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