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A Magyar Hematoldgiai és Transzfuzioldgiai Tarsasig (MHTT) Onkohematoldgiai Molekularis Diagnosztikai Munka-
csoportja 0t egyetemi és orszagos onkohematoldgiai centrumban 2018 és 2020 kozott 2261 kréonikus limfocitas leu-
kémidban (CLL) szenvedd beteg immunglobulin nehézlincgénjének (IGHV-) vizsgilatit végezte el a rutindiagnosz-
tika keretében, jelen irdsunkban ezen eredményeket foglaljuk dssze. A vizsgalt mintak 53,5%-a bizonyult nem mutélt
immunglobulin nehézldnccal rendelkezd CLL-nek, mutélt immunglobulint az esetek 41,6%-4aban detektaltunk. Az at-
rendez6dott immunglobulin-szekvencidkat 11%-ban tudtuk valamelyik CLL alcsoportba (,,subset”) besorolni, melyek
koziil a CLL#2, a CLL#1, a CLL#6, CLL#4, CLL#3 és a CLL#5 alcsoport bizonyult a leggyakoribbnak. A szerzék
kiemelik, hogy az elmilt évek fejlesztéseinek kdszonhetGen valamennyi hazai onkohematoldgiai diagnosztikus labo-
ratériumban elérhetd a nemzetkozi ajanlasok alapjan kivitelezett IGHV-mutécié-analizis.
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Analysis of the IGHV mutation status in the laboratories of the Molecular Diagnostic
Workgroup of the Hungarian Society for Hematology and Transfusion

The Hungarian Society of Hematology and Transfusiology’s Molecular Oncohematological Diagnostic Workgroup
analyzed the mutational status of the immunoglobulin gene heavy chain region in 2261 CLL patient between 2018 and
2020 in five Hungarian oncohematological center. In this cohort 53.5% of the cases proved to have unmutated im-
munoglobulin gene, meanwhile mutated cases represented 41.6% of the entire cohort. We detected stereotype subsets
in 11%, of which CLL#2, CLL#1, CLL#6, CLL#4, CLL#3, and CLL#5 were the most common. The authors highlight
that collaborative efforts during the last few years lead to availability of the IGHV mutation analysis in the Hungarian
diagnostic oncohematology laboratories as recommended by international standards.
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Roviditések

CLL - krénikus limfocitas leukémia; DE — Debreceni Egyetem;
DPC - Dél-pesti Centrumkdrhaz; IGHV - immunglobulin ne-
hézlancgén; IGHV-B - ,borderline” CLL; IGHV-M - mutélt im-
munglobulin nehézlinc; IGHV-U - nem mutélt immunglobulin
nehézlinc; MHTT - Magyar Hematoldgiai és Transzfuzioldgiai
Tarsasag; PTE - Pécsi Tudomanyegyetem; SE — Semmelweis
Egyetem; SZTE - Szegedi Tudomanyegyetem

Bevezetés

A CLL kezelését az 1ij innovativ, Gn. célzott terapidk (els6-
sorban a Bruton tirozinkindz-gatl6 ibrutinib és az anti-
apoptotikus Bcl-2 fehérjegatld venetoclax) forradalma-
sitottak, melyeknek koszonhetSen jelent&sen javult a ke-
zelésre szoruld betegek korlefolydsa [1-4]. Bar ezen 1j
terapiak jellemz6en hatékonyan alkalmazhatdak az Gsszes
CLL-es beteg terapidja soran [5], a kezelés koltségessége
indokolja a terdpidk megvalasztasa el6tt a prediktiv bio-
markerek vizsgalatat [6, 7], melyek segitségével személyre
szabottan megtervezhet6 a betegek optimalis, koltség-
hatékony terdpiaja. A legaltalinosabban hasznélt predik-
tiv biomarkerek az egyes kezelési vonalak el6tt vizsgalt,
TP53-funkcidvesztést (TP53-mutacié és/vagy 17p-delé-
ci6) kimutatd vizsgalatok, és az els6 kezelési vonal el6tt
vizsgalandé IGHV-mutacios statusz [8, 9]. TP53-funkcio-
vesztés esetén a genotoxikus kemoterapiis kombindciok
kontraindikaltak, és a célzott terapidk részesitendék
elényben, intakt TP53-funkcid esetén kemoterapias kom-
binaciok is alkalmazhatéak. Ezzel szemben a mutalt im-
munglobulin nehézlinccal rendelkez6 esetek (IGHV-M)
jo prognozissal rendelkeznek, és kemoterapias kombi-
nicidkkal is kezelheték, a nem mutalt immunglobulin ne-
hézlanccal rendelkezéket (IGHV-U) a TPS53-funkcio-
vesztéshez hasonléan kedvezétlen prognézis jellemzi, igy
ezen betegeknél is el6nyben részesitenddk a célzott tera-
pidk, bar ezzel kapcsolatban nem teljesen egységes még a
nemzetkozi szakirodalom. Az IGHV-U és IGHV-M cso-
portokat a csiravonalhoz viszonyitott homoldgia alapjan
kiilonboztetjiik meg: a csiravonali szekvenciaval legalabb
98%-0s egyezést mutat6 eseteket az IGHV-U, mig a 97%
alatti homologiaval rendelkezé eseteket az IGHV-M cso-
portba soroljuk [9]. A 97-98% koz6tti homolégiaval ren-
delkez6 ,sziirke z6ndas” esetek in. IGHV-B (,,borderline”)
CLL-nek minésiilnek, amely csoportban az IGHV-muta-
ci6s statusz prognosztikus értéke bizonytalan, bar a leg-
Ujabb eredmények szerint inkabb az IGHV-M csoporté-
hoz hasonl6 [10].

Az immunglobulin nehézlincgén altal kdédolt fehérje
a B-sejtek felszinén elhelyezked6 antigénspecifikus recep-
tor (B-sejt-receptor) vagy a terminalisan differencialt
plazmasejtek éltal termelt és véraramba szekretélt, szaba-
don keringé antitest része. Az immunglobulin génatren-
dez6dés (V-D-J rekombinacié) a B-sejt-evolicié korai
fazisaban a csontvel6ben megy végbe, melyet kovetéen
keriilnek a vériramba a naiv B-sejtek [11]. Antigénexpo-
zici6 hatdsara a nyiroktiisz6kben a csiracentrum-reakcio-
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nak nevezett folyamat sordn a naiv B-sejtek szomatikus
hipermutacién és izotipusvaltason esnek at, mely folya-
matok eredményeként fokozodik az antigénspecificitasuk
(affinitdsérés). A CLL kialakulhat egy korai, csiracent-
rum-reakciéon még nem, illetve a csiracentrum-reakcién
mar atesett differencialtabb B-sejtbdl is [12]. Az utdbbi
esetben IGHV-mutacids vizsgalattal a csiracentrum-reak-
ci6 soran torténd szomatikus hipermuticié miatt mutalt
immunglobulinnal rendelkezé CLL-klént detektalhatunk,
ami kedvezd prognozist jelez, mivel a tumoros klén egy
differenciltabb sejtbédl alakul ki. Els6éként Fais és mtsai
irtak le 1998-ban ennek a mechanizmusnak a jelentéségét
és prognosztikus értékét CLL-ben [13], a kovetkezd év-
tizedekben viszont a vizsgalat feledésbe meriilt, mivel
nem hordozott kezelést befolydsolé informacidt. Az
utébbi évtizedben az IGHV-muticiés vizsgilat a rene-
szanszat éli, mivel az ) terapidk megjelenésével az
IGHV-mutaciés statusz prediktiv biomarkerré lépett eld.

Az IGHV funkcionalitdsa alapjan megkiilonboztetiink
produktiv (funkcidképes fehérjét kodold) és nem pro-
duktiv IGHV-génatrendez6déseket. A leggyakoribb eset-
ben egy darab produktiv, atrendez6dott immunglobulin
gén detektilhaté a betegek mintaiban, de ritkdbban kettd
(biklonalis CLL) vagy t6bb produktiv gén is el6fordulhat
(az esetek koriilbelil 2%-4ban) [14]. Ezen esetekben
megkiilonboztethetiink konkordans és diszkordans esete-
ket, elébbiben a muticids stitusz a két dtrendez6dott
IGHV-gén esetén azonos (pl. mindkett6 IGHV-U), utdb-
biban eltérd, mely esetekben az IGHV-mutacids statusz
prognosztikus értéke nem egyértelmi. Ritka esetekben
(kb. 0,6%-ban) egyetlen, nem produktiv dtrendez6dott
IGHV-gént lehet detektalni, mely esetek az un. ,single un-
productive CLL” alcsoportba tartoznak, melyben a meg-
allapitott csiravonalbeli homolégia prognosztikus értéke
szintén bizonytalan [14].

Az IGHV csiravonali homolégidja alapjan meghataro-
zott mutacios statuszan tul az immunglobulin fehérje an-
tigénre legspecifikusabb tin. CDR3 régidjanak (,comple-
mentary-determining region 3”) aminosav-szekvenciaja is
hasznos klinikai informdciét hordozhat. Bar a V-D-J re-
kombinacié és a szomatikus hipermutacié eredménye-
ként létrejové nagyfoku heterogenitds miatt két CLL-es
eset azonos immunglobulin-dtrendezddésének valdszini-
sége csekély (1:107'?), bizonyos CDR3 aminosav-szek-
vencidk a vartnal lényegesen gyakrabban fordulnak el
[15]. Az ezek alapjan meghatarozott CLL altipusoknak
(»subseteknek™) tovabbi klinikai relevanciaja lehet. Pél-
ddul az egyik leggyakoribb ,subsetnek”, a CLL#2-nek
IGHV-mutacidés statusztol fiiggetlenill kedvezétlen a
prognozisa, és az IGHV-U- és TPS53-aberraci6val rendel-
kez6 CLL-hez hasonléan célzott terapiaval kezelend6
[16]. Tovabba, egyes tanulméanyok alapjan a CLL#8 fo-
kozott Richter-transzformdciés rizikéval [17], mig a
CLL#4 kedvez6 progndzissal és kizarélag IGHV-M sta-
tusszal tarsul [15]. Agathangelidis és mtsai kozel 30 ezer
CLL-es beteg IGHV-szekvencidjanak elemzése soran
megallapitottdk, hogy az 0sszes CLL-es beteg mintegy
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40%-a sorolhaté be valamelyik altipusba [18]. Jelenleg
29 ,major” altipust kiilonboztetiink meg, mely altipusok-
ba az esetek mintegy 13%-a tartozik. A leggyakoribb
»major” altipusok a CLL#1, a CLL#2,a CLL#4 ésa CLL#6.

SE

DPCK
Betegek és mddszerek

Magyarorszagon Ot egyetemi centrumban és orszidgos
intézetben érhetd el az IGHV mutdciés statuszanak vizs-
galata, ezek a Debreceni Egyetem (DE) Laboratériumi [}
Medicina Intézete, a Dél-pesti Centrumkérhiz (DPC)
Molekuléris Genetikai Laboratériuma, a Pécsi Tudo-
manyegyetem (PTE) Patholégiai Intézete, a Szegedi Tu-
domanyegyetem (SZTE) Orvosi Genetikai Intézete és a
Semmelweis Egyetem (SE) I. Sz. Patolégiai és Kisérleti -
Rékkutaté Intézete. A 2020-as év végéig az 6t centrumban PTE @)
Osszesen 2261 CLL-es beteg esetén hatiroztuk meg az @

IGHV-mutacids statuszt bidirekcionalis Sanger-szekve-
nalas segitségével (1. dbra). A csiravonali homol6gidt ésa | 1. dbra. A hazai 6t onkohematolégiai centrum iltal elvégzett
,major” alcsoportba torténé besoroldst immuninforma- IGHV-muticids vizsgilatok szdma 2018 és 2020 kozott. A korok
tikai analizal6 szoftverekkel végeztiik (IMGT V-QUEST; nagysaga aranyos az elvégzett vizsgalatok szamaval. SE: Semmel-

1 L . Kz weis Egyetem (n = 1435); DPCK: Dél-pesti Centrumkoérhaz
NIH IgBlast Tool; ARResT/AssignSubsets) a nemzetkozi (n = 402); PTE: Pécsi Tudomanyegyetem (n = 261); SZTE:

ajanlasoknak (ERIC, the European Research Initiative on | Szegedi Tudoményegyetem (# = 99); DE: Debreceni Egyetem
CLL) megfelelden [19]. (n=64)
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2. dbra. A betegek vizsgélata sordn detektdlt muticids statuszok és ,subset”-ek gyakorisiga és megoszlasa. a) A csiravonali homolégia
alapjan meghatarozott IGHV-muticiés statuszok relativ gyakorisaga. b—c) A betegcsoportban detektalt alcsoportok (,subsetek”) el6-
fordulasi gyakorisiga és az egyes altipusok asszocidciéja az IGHV-mutacids statusszal
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Eredmények

A vizsgalt mintak 53,56%-a bizonyult IGHV-U CLL-nek,
41,66%-a IGHV-M CLL-nek és 4,78%-a IGHV-B CLL-
nek (2a. abra). A mintdk 11,15%-4at tudtuk alcsoportokba
sorolni, a leggyakoribbak a CLL#2, a CLL#1, a CLL#6, a
CLL#4, a CLL#3 és a CLL#5 voltak (2b,c. dbra). Csak a
CLL#2 fordult el6 tobbféle csiravonalbeli homoldgia
mellett, az 6sszes tobbi ,subset” kizardlag egyféle IGHV-
mutacids statusszal tarsult (IGHV-U vagy IGHV-M). A
IGHV-B CLL-ek mintegy egyotdodében talaltunk CLL#2
konstellaciot a CDR3 régioban, ami ezen esetekben a bi-
zonytalan prognézist egyértelmien kedvezétlen irdnyba
modositotta. Az egyes IGHV-gének el6fordulasi gyakori-
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sagat, csiravonali homoldgiaval és ,subset” kategoriakkal
val6 kapcsolatat az 1. tdbldzat foglalja 6ssze. Leggyakrab-
ban a VH1-69 (17%), a VH3-30 (8,8%), a VH3-23 (7,4%),
a VH4-34 (7%), a VH3-21 (4,9%) és a VH1-2 (4,6%) gén
atrendezddését detektaltuk (1. tdbldzat). ,Single unpro-
ductive” CLL-diagnézist abban az esetben allapitottunk
meg, ha két eltér6 idépontban torténd mintavétel vizsga-
lata is ugyanazt a nem produktiv IGHV-génatrendezd-
dést mutatta, és produktiv dtrendez6dést egyszer sem
sikeriilt kimutatnunk. Osszesen az esetek 0,4%-aban de-
tektaltunk ,single unproductive” CLL-t, melyeknek a leg-
gyakoribb okai leolvasasi keret eltol6dast okozé muticiok
(tn. ,frame-shift mutaciék”) vagy STOP kodont eredmé-
nyez6 trunkalé mutacidk voltak.

1. tdblazat. A betegek vizsgalata soran detektalt IGHV-dtrendez6dések, és ezek kapcsolata a mutdciés statusszal, valamint a ,,subset”

alcsoportokkal. A tablazat els6 két oszlopaban a detektalt nehézlancgén-atrendez6dések szamat, zardjelben a teljes kohorthoz viszonyi-

tott szazalékos aranyat tiintettiik fel. A 3-5. oszlopokban az egyes VH-génekhez tartoz, csiravonali homolégia alapjan meghatarozott

mutdcids statuszok el6forduldsat tiintettiik fel (zardjelben az egy VH-génhez tartozé muticiés ratdk szdzalékos ardnyat jelezziik).

Az utolsé két oszlopban az egyes VH-génatrendezddések mellett detektalt alcsoportok (,subset”) abszolit és relativ gyakorisagat,
illetve a leggyakrabban el6fordulé ,subset” altipusokat tiintettiik fel

ﬁ;{gj:jf_ﬁzén db U B M Subset Subset tipus
VHI-18 49 (2,17%) 24 (4898%) 4(8,16%) 21 (42,86%) 2(4,08%)  CLL#1

VHI-2 103 (4,56%) 75 (72,82%)  2(1,94%)  26(2524%) 26 (25,24%) giiig;eu#lz’ CLL#28A, CLL#55,
VHI-24 3(0,13%)  2(66,67%)  1(33,33%)  0(0%) 0 (0%)

VHI-3 42(1,86%)  24(57,14%) 0 (0%) 18 (42,86%) 16 (38,1%)  CLL#1, CLL#28A, CLL#99
VHI-46 30(1,33%)  21(70%)  0(0%) 9 (30%) 5(1667%)  CLL#1, CLL#12
VHI-58 5(022%)  5(100%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (60%) CLL#59

VHI-69 386 (17,00%) 365 (94,56%) 2(052%)  19(4,92%) 58 (15,03%) gﬁﬁ;z&#&gL#é’CLL#z
VHI-8 21(0,93%) 13 (61.9%) 0 (0%) 8(38,1%)  5(23,81%)  CLL#1, CLL#3, CLL#99
VH2-26 6(027%) 3 (50%) 1(1667%)  2(3333%)  0(0%)

VH2-5 32(1,42%)  12(375%)  3(938%)  17(53,13%)  0(0%)

VH2-70 19(084%)  9(47,37%)  2(10,53%)  8(42,11%) 0 (0%)

VH3-11 55(2,44%)  44(30%)  2(3,64%)  9(1636%) 0 (0%)

VH3-13 4(018%)  3(75%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%)

VH3-15 45(1,99%)  13(28,89%) 3(667%) 29 (6444%)  0(0%)

VH3-20 7(031%)  5(7143%) 0 (0%) 2(2857%)  0(0%)

VH3-21 110 (4,87%) 42 (38,18%)  23(2091%) 45 (40,91%)  55(50%)  CLL#2

VH3-23 167 (7.4%) 27 (1617%)  13(7,78%)  127(76,05%) 0 (0%)

VH3-23D 1(0,04%)  1(100%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%)

VH3-30 199 (8,81%) 89 (4472%) 9 (452%)  101(50,74%) 5(251%)  CLL#22

VH3-33 75(3,32%) 43 (57,33%) 0 (0%) 32(42,67%)  2(267%)  CLL#22

VH3-43 3(0,13%)  1(33,33%) 0 (0%) 2(66,67%)  0(0%)

VH3-48 84(3,72%) 40 (47,62%) 7 (8,3%) 37 (44,05%)  8(9,52%)  CLL#31, CLL#34B
VH3-49 25(L11%) 20 (80%)  0(0%) 5 (20%) 0 (0%)

VH3-53 290 (1,28%) 10 (3448%) 4(13,79%) 15 (51,72%)  0(0%)
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1. tablazat. (folyt.)

ﬁgg;?:ﬁf_(&zén db U B M Subset Subset tipus
VH3-64 4(0,18%) 3 (75%) 0 (0%) 1 (25%) 1 (25%) CLL#64B

VH3-64D 2 (0,09%) 1 (50%) 0 (0%) 1(50%) 1(50%)

VH3-66 23 (1,02%) 10 (43,48%) 2 (8,7%) 11 (47,82%) 0 (0%)

VH3-7 96 (4,25%) 32(33,33%) 4 (4,17%) 60 (62,5%) 0 (0%)

VH3-72 22 (0,97%) 1 (4,55%) 2 (9,09%) 19 (86,36%) 0 (0%)

VH3-73 8 (0,35%) 4 (50%) 0 (0%) 4 (50%) 0 (0%)

VH3-74 41 (1,82%) 21 (51,22%) 2 (4,88%) 18 (43,9%) 0 (0%)

VH3-9 44 (1,95%)  31(70,45%) 1 (2,27%) 12 (27,27%) 0 (0%)

VH4-30 28 (1,24%) 14 (50%) 0 (0%) 14 (50%) 0 (0%)

VH4-31 19 (0,84%)  12(63,16%) 2(10,53%)  5(26,31%) 0 (0%)

VH4-34 158 (7%) 39 (24,68%)  5(3,16%) 114 (72,15%) 28 (17,72%)  CLL#4, CLL#14, CLL#16, CLL#21
VH4-38 14 (0,62%) 6 (42,86%)  1(7,14%) 7 (50%) 0 (0%)

VH4-39 92 (4,07%) 53 (57,61%) 4 (4,35%) 35(38,04%) 6 (6,52%) CLL#8

VH4-4 33(1,46%)  11(33,33%) 4(12,12%) 18 (54,55%) 2 (6,06%) CLL#77

VH4-59 49 (2,17%) 18 (36,73%) 0 (0%) 31(63,27%) 1 (2,04%) CLL#77

VH4-61 36 (1,59%)  8(22,22%)  1(2,78%) 27 (75%) 3(8,33%) CLL#77

VH5-10 22(0,97%) 16 (72,73%) 1 (4,55%) 5(22,73%)  6(27,27%)  CLL#1

VHS5-51 51(2,26%)  31(60,78%) 1(1,96%) 19 (37,25%)  7(13,73%)  CLL#1

VH6-1 16 (0,71%) 5(31,25%) 2 (12,5%) 9 (56,25%) 0 (0%)

OSSZGnglaI{IS Nyilatkozat: A cikk nem jelent meg mds folydiratban, és

Az elmult években az 6t hazai onkohematoldgiai cent-
rum 2261 CLL-es beteg esetén végezte el az immun-
globulin gén nehézlanc-mutacios statuszanak vizsgalatat.
A hazai betegkohortban az IGHV-U CLL gyakoribbnak
bizonyult, mint a nemzetkozi adatok alapjin ez varhatd
lenne (53,5% vs. 35-40%) [20]. Ennek a legval6szintibb
oka az eltér6 ,betegszelekcid”: jelen tanulméanyunkba az
egyes centrumok rutindiagnosztikai aktivitisa sordn
meghatarozott eredményeket vontuk be, mely kohortban
feltehetdleg feliilreprezentaltak a kezelésre szoruld, ked-
vezGtlenebb progndzissal rendelkezd betegek. Az egyes
VH-gének, a ,major subset” altipusok és a ,single unpro-
ductive” CLL-diagndzis el6fordulési gyakorisagaban 1é-
nyegi kiilonbséget nem detektaltunk a nemzetkozi adatok-
kal Gsszevetve [14, 18, 21-23]. Virhatban a jovében még
gyakoribb lesz az egyes ,subset” alcsoportok el6fordulasa,
illetve Gjabb alcsoportok jelenhetnek meg, amelyek to-
vabb finomithatjak majd a CLL IGHV-alapu klasszifika-
ci6jat [18].

Jelen kozleménnyel demonstralni kivantuk a vizsgalat
elérhet&ségét és a nemzetkozi ajanlasoknak megfelel§ ki-
vitelezését az MHTT Molekularis Diagnosztika Munka-
csoport laboratériumaiban.

nem 4ll publikaci6 alatt. A levelezd szerzok a szerz6i tt-
mutatot elolvastak.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
Anyagi tdmogatds: A kézlemény az Innovacios és Techno-
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hallgatdi 9sztondij programjanak Nemzeti Kutatési, Fej-
lesztési és Innovécids alapbdl finanszirozott szakmai ta-
mogatasival készilt (NKFIH KDP-1022882). A kozle-
mény elkésziilését timogatta tovabbd a SEMMELWEIS
250+ kivalosagi PhD Osztondija az EFOP-3.6.3-VEKOP-
16-2017-00009 palyazat keretében, a Semmelweis Tudo-
manyos és Innovaciés Alap STIA-KFI 618306 69322 kdod-
szamu palyazata, az NKFIH K21-137948 palyazata, az
Emberi Eréforrisok Minisztériuminak (EMMI) FelsG-
oktatasi Intézményi Kivaldsagi Programja a Semmelweis
Egyetem Molekularis Biologia témateriileti programja ke-
retében, valamint az Eurdpai Uni6 H2020 (SGA No.
739593) programja. A kozlemény elkésziilését tovabba az
EMMI 1V/1115-2/2020/EGST, EMMI 1V/219-4/2021/
EKF, a Témateriileti Kival6sagi Program 2020 TKP2020-
NKA-19 szamu programjai; az NVKP_16-1-2016-0005
palyazata, valamint az MTA Bolyai Janos Kutatasi Oszton-
dija (BO/00809/18/8) tamogatta.

Szerzdi munkamegosztds: N. A.: a kézirat irésa, abrakészi-
tés, adatbdzis-készités. K.L., A.H., Cs. D., B.A,, M.A, LA,
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K.B., L.Zs., S.A., U.A.: adatbézis-készités, a kézirat javi-
tasa és véleményezése. B. Cs.: a kézirat javitasa és vélemé-
nyezése. A kéziratot valamennyi szerz6 elolvasta és jova-
hagyta.
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