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Roviditések jegyzéke
ABL Abelson tirozin kinaz
ACA additional chromosome abnormalities — a Philadelphia kromoszoma mellé

tarsuld kromoszomaeltérések

AF allélfrekvencia

ALL akut lymphoid leukémia
AML akut myeloid leukémia

AP akceleralt fazis

AS alternativ splicing

BCR breakpoint cluster region gén

BCR-ABL  breakpoint cluster region-Abelson fuzids gén

BP blasztos fazis

CEBPA CCAAT enhancer binding protein alpha

CML kronikus myeloid leukémia

Cl konfidencia intervallum

CP krénikus fazis

CR complete remission (teljes remisszio)

DFS disease free survival (betegségmentes talélés)

EFS event free survival (eseménymentes tulélés)

EJC exon junction complex

ET essentialis thrombocythemia

FISH fluoreszcencia in situ hibridizacio

FLT3 3. tipusu, fms-szerti tirozin kinaz

IBD inflammatory bowel disease (gyulladasos bélbetegség)
ITD internal tandem duplikacio

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
JAK?2 2. tipust Janus kindz

MPN myeloproliferativ neoplazia

NK-AML normal karyotipusa akut myeloid leukémia
NPM1 nucleophosmin 1
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OR odds ratio (esélyhanyados)

0S overall survival (0sszesitett talélés)

NMD nonsense mediated decay

PCR polimeraz lancreakcid

PDGFR platelet derived growth factor receptor (thrombocyta eredetli ndvekedési

faktor receptor)

Ph+ Philadelphia kromoszoma pozitiv

PMF primer myelofibrosis

PTC premature termination codon — korai stop kodon
PV polycythemia vera

Q-PCR kvantitativ, valos idejli polimerdz lancreakcio
SNP single nucleotide polimorphism

TKD tirozin kinaz domén

TKI tirozin kinéz inhibitor

UPD uniparentalis diszémia

UPR unfolded protein response

V617F a JAK2 gén 617. valin aminosav fenilalaninra torténd cseréje
VS. VErsus

Aexon7 7. exon delécid

+Ph Philadelphia kromoszéma duplikaciod
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1. Bevezetés

A myeloid hematopoietikus Ossejtbetegségek genetikai hattere igen heterogén, drokletes
és szerzett eltérések is szerepet jatszhatnak kialakulasukban. A szerzett genetikai
eltéréseket két csoportra oszthatjuk. Az egyik csoportba azok a mutaciok tartoznak,
amelyek proliferacios elényt biztositanak a sejteknek, vagyis egyes sejttipusok
szabalyozatlanul, konstitutiv aktivitdssal osztodnak. A masik csoportba a sejtek
koros érési alakok megjelenése a csontveldben és az érett sejtek szamanak csokkenése a
periférian. A kiillonb6z6é myeloid sejtvonalak differencialt sejtjeinek felszaporodasaval jaro
heterogén betegségcsoport a myeloproliferativ neopldzidk (MPN) csoportja, mig az érett
sejtek hianyaval jaré betegség a myelodysplasias szindroma (MDS). Eléfordul, hogy a
kétféle tipusi mutacio egyitt alakul ki azonos sejtben, ekkor az éretlen sejtek
szabalyozatlan osztddasa kovetkeztében akut myeloid leukémia (AML) alakul ki [1].

A sejtek szabalyozatlanul fokozott proliferaciojaért gyakran a tirozin kinazok, illetve az
altaluk aktivalt jelatviteli tvonalak fehérjéinek mutécioi a feleldsek.

A tirozin kindzok (TK) két csoportba sorolhatok. A receptor tirozin kinazok
transzmembran fehérjék, melyek egy ligandumot kotd extracellularis domént é€s egy
katalitikus intracelluléris kindz domént tartalmaznak, mig a nem receptor tirozin kindzoknal
hidnyoznak a transzmembran domének €s a citoszolban, a sejtmagban, illetve a plazma
membran bels¢ feliiletén talalhatok. Mindkét tipusu TK enzimatikus aktivitdsa szorosan
kontrollalt. A TK-ok kindz doménja egy N-termindlis ATP-ko6td helybdl és egy C-
terminalis aktivacios hurokbol all, a ketté kozé, a katalitikus helyre kotédik a polipeptid
szubsztrat.

A receptor tirozin kindzok aktivacidja a ligandnak a TK extracellularis doménjéhez valo
kotodésével torténik meg, aminek kovetkeztében a receptor oligomerizalodik, majd
bekovetkezik a receptoron talalhato tirozin aminosavak autofoszforildcioja. Ezutdn a
receptor tirozin kindz tovabbi intracellularis jelatvivé fehérjék komplementer
szekvenciaival létesit kapcsolatot, amelyek aztan kozvetleniil, vagy kozvetve befolyasoljak

a sejtszintli folyamatokat. A nem receptor tirozin kindzok aktivaciéjahoz mas kinazok altali
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foszforilacio, valamint az inhibitoraik kiilonb6z6 intracellularis szignalok miatt
bekovetkezd lebomlasa sziikséges. Hematoldgiai malignus megbetegedésekben a TK
aktivacio 1étrejohet ligand kotddése nélkiil, a receptor vagy nem receptor TK-ok aktivalo
mutacioja, vagy egy partner fehérjével vald fuzidja kdvetkeztében, ez utobbi altalaban egy
kiegyenstlyozott kromoszéma transzlokacié eredménye. A partner fehérjének gyakori
jellemzdje egy olyan domén, amely a TK konstitutiv oligomerizacidjat okozza, ami miatt
autofoszforilacio és aktivacio jon létre [2]. A koros aktivitasi TK-ok kis molekulasulyu
célzott tirozin kinaz inhibitorokkal (TKI) gatolhatoak. A TKI-k miikodésének elve, hogy az
ATP kot6 helyet blokkoljak, ezaltal a tirozin kindz nem képes az ATP-bol szarmazo foszfat
csoport segitségével a szubsztrat foszforilacio altali aktivacidjara.

Az egyes betegségek kialakuldsdban a jelatviteli utvonalaknak nem csak a szerzett,
hanem az Ordkletes mutéacioi is szerepet jatszhatnak. Ezek a mutéaciok befolyasolhatjdk a
betegség fenotipusat, kimenetelét, hajlamosito- illetve védéfaktorok Ilehetnek. A
molekularis genetikai vizsgalatoknak mind az ordkletes, mind pedig a szerzett mutaciok
vizsgalataban fontos szerepe van. Egy-egy betegségspecifikus genetikai eltérés kimutatasa
jelenleg mar kulcsfontossagu eleme a diagnozisnak homogén genetikai hatterli betegségek
esetén, heterogén hatteri betegségek esetén pedig a prognozis becslésnek, a célzott terapia
kivalasztasanak és a terapias valasz kovetésének. Az Orokletes és szerzett genetikali
faktorok felmérése lehetdve teszi a betegség pontosabb megismerését €s személyre szabott

célzott terapia kialakitasat.

1.1 Myeloproliferativ neoplazidk — irodalmi hattér

Myeloproliferativ neoplédzidknak (MPN) az érett myeloid sejtek felszaporodasaval jaro
betegségeket nevezziik. A MPN-on beliil elkiilonithetd a kronikus myeloid leukémia
(CML), a polycythemia vera (PV), a primer myelofibrosis (PMF), az essentialis
thrombocythemia (ET), valamint a krénikus neutrophil leukémia, a kronikus eosinophil
leukémia (CEL), a mastocytosis és a mashova nem besorolhatdé myeloproliferativ
neoplaziak [3]. A kiilonb6z6é betegségesoportokra kiilonbozé tipusu sejtek szabalyozatlan

proliferacidja jellemz6. CML-ben a fehérvérsejtek szama emelkedik, PV-ben a
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vorosvérsejtek, ET-ben a thrombocytak, PMF-ban pedig a granulocyta és a megakaryocyta
sejtek felszaporodasa jellemzd. A myeloproliferativ korképek koziil elészor a CML és a
CEL genetikai hattere volt ismert. CML-ben a 9. és 22. kromoszomat érintd reciprok
transzlokacio [t(9;22)(q34;q11); Philadelphia kromoszoma (Ph+), BCR-ABL fuzid] a
betegek mintegy 98%-aban, CEL-ben a 4. kromoszéma intersticialis delécioja [del(4ql12);
FIP1L1-PDGFRa fizi6] a betegek kozel felében igazolhato [4]. PV-ben, ET-ben és PMF-
ben a 2. tipust Janus kinaz (JAK2) aktivalo pontmutaciojat (V617F) azonositottak [5-8],
amelynek hasonloan fontos szerepe van a BCR-ABL negativ  MPN diagnosztikai
algoritmusaban, mint a BCR-ABL kimutatasnak CML-ben. Az ABL ¢és a JAK2 is a nem
receptor tirozin kinazok csoportjaba tartozik, mig a PDGFRo (platelet derived growth

factor receptor alfa) receptor tirozin kinaz.

1.1.1 BCR-ABL pozitiv MPN - Krénikus myeloid leukémia (CML)

A kronikus myeloid leukémia a myeloid neoplazidk csoportjaba tartozd, pluripotens
hematopoietikus Ossejt eredeti daganatos megbetegedés. Incidenciaja 1,06-1,1/100 000
lakos/év. A CML tipusosan a kozépkoruak betegsége, a betegek atlagéletkora 50 év,
mintegy negyediik 60 évnél idésebb. Férfiakban masfélszer gyakoribb, mint nékben.

A CML természetes lefolyasa harom szakaszbol all, amelyekre eltérd klinikai tiinetek
jellemzoék. Kronikus fazisban (CP) fehérvérsejt szam emelkedés és splenomegalia
¢észlelhetd, ezen kiviill enyhe altalanos tlinetek, mint pl. faradékonysag, fogyas,
étvagytalansag jelentkezhetnek, de a betegek 30-40%-a tiinetmentes. Akceleralt fazisban
(AP) jellemz6 tiinet a fehérvérsejt szam tovabbi emelkedése, l1az, éjszakai izzadas, fogyas,
progressziv splenomegalia, valamint gyakori a mérsékelt anémia. A blasztos fazis (BP)
morfologiailag az akut leukémidhoz hasonlé allapot. A csontvelében €s/vagy a periférias
vérben a blasztok szama meghaladja a 20%-ot. Egyes esetekben a blasztos transzformacio
eléfordulhat extramedullaris szovetekben, példaul a bdérben, nyirokcsoméban, a 1épben,
vagy a kozponti idegrendszerben [9, 10]. A CML kezelése 2000 el6tt alfa-interferonnal,
valamint hydroxyuredval vagy busulfannal tortént. Teljes gyogyuldst csak a csontveld
transzplantacio biztosithatott, ha a beteg rendelkezett hisztokompatibilis donorral. A

legjobb eredményt akkor érték el, ha a kronikus fazisban az els 12-18 honapban végezték
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a csontveld transzplantaciot. A kezeléssel kapcsolatos haldlozas leggyakoribb oka a graft
versus host betegség volt. Ma a kronikus myeloid leukémia standard elsG-vonalbeli
kezelése, valamint a Ph+ akut lymphoid leukémia (ALL) kezelésének része a célzott tirozin

kinaz inhibitor (TKI), az imatinib mesylate, vagy Glivec [11].

1.1.1.1 ABCR-ABL transzlokdcio szerepe CML-ben

A betegség hatterében a 9. ¢és 22. kromoszémat érintd reciprok transzlokacid
[t(9;22)(g34;q11)] soran létrejott BCR-ABL fuzids gén altal kodolt kiméra fehérje fokozott
¢s szabalyozatlan tirozin kindz aktivitdsa all. A transzlokacié soran a 9. kromoszoéma
hosszt karjan 1évé ABL gén (Abelson) egy része flizional a 22. kromoszoma hossza karjan
talalhato BCR (breakpoint cluster region) gén egy szakaszaval. A transzlokacio
kovetkeztében 1étrejott abnormalis 22. kromoszomat Philadelphia (Ph) kromoszémanak
nevezziik. Az ABL gén konstans torésponttal rendelkezik (1. intron, ritkan 2. exon),
azonban a BCR gén kiilonb6z6 régiokban torhet, ezaltal kiilonbozé fuzids gének és
géntermékek jonnek 1étre. Az 1. intronban bekovetkezd torés esetén minor (m-BCR), a 13.
vagy a 14. intronokban bekdvetkezd torés esetés major (M-BCR) és a 19. intronban

bekdvetkezett torés esetén mikro toréspontrol (L-BCR) beszéliink (1.abra).
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1. dbra A 1(9;22)(q34;q11) transzlokdcio CML-ben. A megrovidiilt 22. kromoszémat Philadelphia
(Ph) kromoszomanak nevezziik. Az abran a piros nyilhegyek jel6lik a lehetséges toréspontokat.
Attdl fiiggden, hogy a BCR gén hol torik, kiillonbozé méretii BCR fragmensek kapcsolodnak az
ABL gén 3’ végéhez. Ennek kovetkeztében kiilonbdzé méreti mRNS molekulak jonnek Iétre (ela2,
b2a2, b3a2, és el9a2), amelyek kiilonb6z6 méretli kiméra fehérjéket kodolnak (p190, p210, and
p230) [12].

Roviditések: m-ber, minor téréspont; M-ber, major téréspont; p-ber, mikro toréspont.

A CML krénikus fazisbol akceleralt vagy blasztos fazisba vald transzformdacidjakor a
Philadelphia kromoszoma mellé tovabbi citogenetikai eltérések tarsulhatnak. A
leggyakoribb tarsuld kromoszomaeltérések (additional chromosome abnormalities — ACA)
a Ph kromoszoma duplikacié (+Ph), a 8. kromoszoéma triszomidja (+8) és az
izokromoszoma 17q [i(179)]. A BCR-ABL fuziés gén kimutatiasa fluoreszcens in-Situ
hibridizacioval (FISH), valamint molekularis genetikai médszerekkel (reverz transzkripciot

kovetd PCR-rel) egyarant lehetséges.



DOI:10.14753/SE.2012.1735

A CML-t egyéb myeloproliferativ betegségektdl a Philadelphia kromoszoma, illetve a
BCR-ABL fuziés gén jelenléte kiiloniti el. A BCR-ABL fuzids gén azonban nem csak a
CML-re jellemzo, a feln6ttkori B-ALL-ek (B sejtes akut lymphoid leukémiak) 20-40%-a,
mig a gyermekkori B-ALL-ek 2-5 %-a hordozza. Philadelphia pozitiv (Ph+) ALL-ben az
esetek kb. egyharmad részében a toréspont a CML-lel ellentétben nem a BCR gén ,,major”

Az imatinib egy kis molekulaju szignal transzdukci6 inhibitor, amellyel szelektiven
gatolhato tobb tirozin kinaz is, mint az ABL, a KIT, a PDGFR (platelet-derived growth
factor receptor), valamint ezek onkogén formai, példaul a BCR-ABL [14]. Az imatinib Ggy
gatolja a BCR-ABL tirozin kinaz fokozott aktivitasat, hogy kotddik az inaktiv formahoz és
blokkolja az ATP kot6 helyet, ezaltal a konformacié valtozas az aktiv formdba nem mehet
végbe [15] A CML korabbi standard kezelésével (interferont+cytarabin) tortént
Osszehasonlitd vizsgalat azt mutatta, hogy az imatinibbel kezelt betegeknél szignifikansan
jobb mind az Gsszesitett, mind pedig a progressziomentes talélés, azonban a betegek egy
részénél rezisztencia alakulhat ki a tirozin kinaz inhibitorral szemben [16]. Szamos
rezisztencia mechanizmust irtak le eddig, amelyeket két csoportba sorolhatunk: BCR-ABL
fliggd illetve BCR-ABL fiiggetlen mechanizmusok. A BCR-ABL fiiggd mechanizmusok
csoportjaba tartozik a BCR-ABL duplikacio és a BCR-ABL TKD mutaciok. Az imatinib
rezisztencia hatterében elsdsorban a tirozin kindz domén (TKD) mutaciok allhatnak,
azonban az SH2-SH3 domének vizsgalatakor is talaltak olyan mutaciot, amely
Osszefliggésben volt a relapszussal [17]. Eddig tobb, mint 90 kiilonbozé féle BCR-ABL
TKD mutaciot irtak le, amely tobb, mint 60 aminosavat érinthet. Ezek koziil 15 aminosav
cseré¢je kb. 85%-at, mig 7 aminosav cseréje mintegy 2/3 részEét teszi ki az Osszes
mutacidonak. A leggyakoribb pozicidk a kovetkezok: G250, Y253, E255, T315, M351,
F359, és H396. A BCR-ABL TKD szerkezeti elemei a P-loop (ATP k&té hurok), a
katalitikus domén (SH3, SH2 koté helyek) és az aktivacios hurok, amely a kinaz
csere miatt a 315. aminosav pozicidban létrejovo treonin — izoleucin cserének (Thr315—
11e315; T315I) kiemelt szerepe van, ennek kovetkeztében az imatinib és a BCR-ABL kinaz

kozotti hidrogén kotéshez sziikséges oxigén molekula eliminalodik, valamint az izoleucin

10
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sztérikus gatlasa miatt az imatinib nem képes kotédni a BCR-ABL-hez. A BCR-ABL
tirozin kindz domén sematikus rajzat és az imatinib rezisztencidban érintett mutaciokat az

2. dbran tuntettuk fel.

12427
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2. abra A BCR-ABL TKD imatinib rezisztens klinikai mintdkban azonositott aminosavcseréi.

Jelmagyarazat, roviditések: A TKD szerkezeti elemei: P-loop, ATP koté hely; SH3 kontakt hely,
SH2 kontakt hely, A-loop, aktivacios hely. Az imatinib kotésben hidrogén-hid, vagy van der Waals
kotéssel résztvevé aminosav poziciokat csillaggal jeloltik. A K247R és az Y320C polimorfizmus,
nem pedig mutaci6é. Az adatok 2001-2009 kozotti publikalt eredményeket attekintd Gsszefoglald

kozleménybdl szarmaznak [18].

Genetikai instabilitast és imatinib rezisztenciat okoznak tovabba a Ph kromoszoma
mellé tarsuld tovabbi kromoszoma eltérések (ACA), vagy a klondlis evolucio. Az ACA,
illetve a BCR-ABL P-loop szakaszat vagy a T315 kodont érinté mutaciok szignifikansan
rosszabb tulélést eredményeznek a betegeknél [19-25].

A BCR-ABL-tdl fiiggetlen rezisztencia mechanizmusok kozé tartozik az export
fehérjék  [P-glikoprotein  (Pgp), multidrog rezisztencia (MDR)] expresszidjanak
novekedése, ami miatt a nem rezisztens sejteknél gyorsabban jut ki a gyogyszer a sejtekbdl;

az alacsony human organikus kation transzporter 1 (hOCT1) aktivitas, amelynek

11
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kovetkeztében kevés gyogyszer jut be a sejtekbe; valamint az al-savas glikoprotein (al-
AGP) emelkedett koncentracidja a plazmaban, ami képes az imatinib fokozott megkotésére,
és igy a szer nem jut el terapias koncentracioban a célsejtekhez [26].

A masodik generacids tirozin kinaz inhibitorok, a nilotinib és a dasatinib hatasosak
imatinib rezisztencia esetén [27, 28] és a T315I kivételével szamos imatinib rezisztens

BCR-ABL mutaciora is hatnak. Az imatinibhez hasonldan, a nilotinib is a BCR-ABL

crer

e ey

kindzokat is gatol, tehat kevésbé specifikus, mint az imatinib és a nilotinib, viszont
hataserdssége tobb, mint 300-szorosa az imatinibnek. Mutaciok és tovabbi kromoszoma
eltérések megjelenhetnek a masodik generacios tirozin kinaz inhibitor kezelés esetén is,
azonban ezek jelent6sége a betegség kimenetele szempontjabol kevéssé jellemzett.
Nemrégiben a BCR-ABL alternativ splicing-gal (AS) kapcsolatban is felmeriilt, hogy
imatinib rezisztencia mechanizmus lehet [29-33], mert tobbféle splice varianst talaltak
imatinib rezisztens betegek BCR-ABL vizsgalata soran. Masrészrdl viszont, a tobb exonos
human gének ~92-97%-a érintett az AS altal [34, 35]. Szamos BCR-ABL splice varianst
irtak le a kozelmultban, de a vizsgélatok tobbsége a kovetkezd harom splice izoformara
koncentralt: a 4. és 7. exon delécio (Aexon4 és Aexon7), illetve egy 35 bp-0s inszercio a 8.
és a 9. exon kozott (INS35) [29, 30, 36]. A Aexon4 esetében az olvasasi keret megtartott, a
deléci6 az ABL ATP-ko6té helyét (P-loop szakaszat) érinti és ezaltal inaktiv BCR-ABL
fazios fehérje keletkezik [37]. Az INS35 olvasasi keret eltolodast okoz, csonka fehérje
keletkezik, amelyben megtartott a katalitikus domén. A homologia modellek alapjan az
INS35 jelenlétében olyan globalis konformécié valtozas torténik, amely megvaltoztatja az
imatinib kot helyet. Ennek alapjan egyes tanulmanyokban azt kdvetkeztetik, hogy az
INS35 jelenléte imatinib rezisztenciat okozhat [31]. A 7. exon olvasasi keret eltolodast
okozo delécigja korai stop kodonhoz vezet a 8. exonban, a katalitikus domén megtartott, de
hianyzik az aktivacids hely. Bar szdmos kutatocsoport leirta a Aexon7 jelenlétét CML-es
betegekben a BCR-ABL-en (BCR-ABL"**"") és egészséges kontroll egyénekben a normal

ABL-en (ABL*™*Y), részletes szerkezeti elemzés ezidiig nem tortént, és a Aexon7
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jelenlétének szisztematikus vizsgalatit a betegség kiilonbozé szakaszaiban is csak egy

tanulmany végezte el [38].

1.1.2 BCR-ABL negativ MPN
A BCR-ABL negativ MPN csoportba a polycythemia vera (PV), az essentialis

thrombocythemia (ET) és a primer myelofibrosis (PMF) tartozik. Mindharom betegség a
pluripotens hematopoietikus Ossejtek klonalis megbetegedése. El6fordulasi gyakorisaguk 1-
2/100 000 lakos/év. Leggyakrabban 60-70 éves kor koriil fordulnak el6, a PV férfiakban, az
ET pedig n6kben gyakoribb.

A PV domindl6é klinikai tlinete az erythrocytosis (vorosvérsejt szaporulat). Két
szakaszat kilonithetjiik el: a kezdeti, proliferativ vagy polycythemia stadiumra a
megnovekedett vorosvérsejttomeg, mig a késéi, post-polycythemias fazisban anémia,
cytopenia, illetve splenomegalia jellemz6. A PV kezelése soran a vérlebocsajtas azonnali
eredményt nyujt, a sejtszam tartds csokkentése érdekében foként hydroxyureat
alkalmaznak. A tobb mint 6 éve hydroxyureaval kezelt betegek esetén a betegség akut

Az ET jellemzé klinikai tiinetei a thrombosis, a vérzés, a szédiilés, a fejfajas, de a
betegek kozel fele tiinetmentes diagndziskor. Ha a thrombocytaszam kisebb mértékben
emelkedett, gyogyszeres kezelést nem alkalmaznak. Ha vannak értiinetek, vagy a beteg
iddsebb, akkor a thrombocytaszamot citosztatikus szerekkel, elsdsorban hydroxyureaval
igyekeznek csokkenteni. Az ET ritkan transzformalodik akut myeloid leukémiaba. A
hosszl éveken 4t fenndllo betegségnél csontveldi myelofibrosis alakulhat ki.

A PMF lassan progredialo betegség, amely a kezdeti prefibrotikus allapotbol fibrotikus,
illetve ritkan blasztos fazisba transzformalddik. Az esetek 30%-aban a betegség
tiinetmentes. Az elsd jel gyakran splenomegalia vagy anémia, a klinikai tiinetek koziil
gyakori a gyengeség, fogyas, éjszakai izzadas.

Az egyes korképek egymadsba atalakulhatnak. A PV ¢és az ET transzformalodhat
myelofibrosisba, mig az ET PV-be. Az egyes betegségcsoportok kdzos eredetét nemcsak a
hasonl¢ tiinetek, de a kozos genetikai hattér is bizonyitja. [39] Ugyan a BCR-ABL negativ
MPN-re specifikus kromoszoma eltérés nem ismert, [leggyakrabban +8, +9, del(20q),
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del(13g22) mutathato ki], a JAK2 gén V617F, vagy a 12. exon mutaciéi a PV-ben szenvedd
betegek kozel 100%-aban, mig ET-ben és PMF-ben a betegek felében kimutathatok.

A BCR-ABL-negativ MPN-ben a nem specifikus terapiakhoz képest elorelépést jelentd
szelektiv JAK2 inhibitorok még fejlesztés alatt allnak. Az INCB18424 (ruxolitinib) fazis
I/11, illetve a TG101348 fazis I vizsgalata jelenleg is folyamatban van [40].

1.1.2.1 AJAK?2 V617F mutacié szerepe MPN-ben

A fenti betegségek hatterében egyetlen gyakori genetikai elvaltozast, a 2. tipust Janus
fenilalanin cseréjét eredményezi, V617F) [5, 6, 8] (>95% gyakorisagh PV-ben, 40-60%
gyakorisagii ET-ben és PMF-ben) [6-8]. Nem ismert, hogy ugyanaz a genetikai elérés
hogyan hozhat létre harom kiilonb6z6é klinikai képpel jard korformat: mdas progenitor
érintett, vagy esetleg egyéb szerzett illetve Orokletes genetikai faktorok alakitjak ki a
fenotipust. A mutacié ritkdn mas myeloid korképek esetében, mint pl. myelodysplasias
szindromaban (MDS) vagy akut myeloid leukemiaban (AML) is el6fordulhat [41, 42].

A JAK?2 tirozin kinaz kiilonb6z6 receptorok (pl. interleukin-3, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor [GM-CSF], erythropoietin és thrombopoietin) ligandummal
torténd kapcsoldddsakor a receptor citoplazmatikus doménjahoz kapcsolddik és
foszforilacio révén aktivalodik. Az aktivalt JAK2 a STAT (signal transducer and activator
of transcription) fehérjéket foszforilalja és aktivalja. A STAT transzkripcios faktor fehérjék
foszforilalt allapotban dimerizdlodnak ¢és a citoplazmabol a sejtmagba vandorolva
kiilonb6z6 gének expresszidjat befolyasoljak [43]. A JAK2 V617F pontmutacio jelenléte in
vitro rendszerekben a sejtek tulélési elonyét eredményezi interleukin-3 elvonas esetén [7].
A mutans JAK2 eritropoietin hidnyaban is autofoszforilalodik, azaz aktiv allapotban van és
STATS foszforilaciot katalizal, mig a vad tipust JAK2 csak eritropoietin jelenlétében
foszforilalja a STATS fehérjét [6].

A V617F mutaci6 szerzett, azaz nem mutathatd ki a beteg minden sejtjében, csak az
érintett myeloid sejtklonban. Az érintett myeloid sejtklon PV-ben gyakran, post PV-MF
kozel 100%-ban, mig ET-ben ritkan homozigota formaban hordozza a mutaciot [44, 45].

Mivel fluoreszcencia in situ hibridizaciés (FISH) ¢s kvantitativ PCR vizsgélatokkal a vad

14



DOI:10.14753/SE.2012.1735

tipusa JAK2 allél delécidja kizarhatd, a homozigdta JAK2 V617F mutédcié kialakulasa

hatterében feltehetden mitotikus rekombinacio all [6, 7].

1.1.2.2 A JAK?2 46/1 haplotipus szerepe MPN-ben

Mar régota feltételezik, hogy orokletes genetikai tényezok is befolyasoljak az MPN-re
val6 hajlamot és a fenotipust. Az MPN-ben szenvedd betegek rokonaindl nagyobb eséllyel
alakul ki PV ¢és ET: a vérrokonokra jellemz6 relativ kockazat (RR, relative risk): 3,5-14,8
kozott valtozik [46]. 2009 tavaszan tobb kutatocsoport egymastol fiiggetleniil azonositott
egy orokletes JAK?2 haplotipust, amelynek hordozo6inal a JAK2 V617F mutacio6 kialakulasi
valoszintisége nott [47-49]. A 280-kilobazis kiterjedésti haplotipus magaban foglalja a
JAK2, az INSL4 és az INSL6 (4., ill. 6. tipusu, inzulin-szerti) géneket, amelyek koziil csak
a JAK2 gén fejezddik ki a hematopoietikus sejtekben. 1500 egészséges kaukazusi egyén
genotipizaldsa soran a régidoban taldlhaté polimorfizmusok alapjan 92 kiilonb6zo
haplotipust azonositottak, azonban 9 haplotipussal jellemezhetd volt az esetek 94%-a. A 46.
¢és az 1. jelzésti haplotipusok (46/1 haplotipus) kombinalt gyakorisaga a kontroll csoportban
24%-nak, mig a JAK2 V617F pozitiv MPN betegcsoportban 48-56%-nak bizonyult [47] A
46/1 heterozigbta, MPN-ben szenvedd betegek 85%-aban a JAK2 V617F mutacid a 46/1
haplotipust hordozé allélon alakult ki [49]. Az els6 tanulmanyok nem igazoltak
egyértelmiien a 46/1 haplotipus szerepét a V617F negativ MPN kialakuldsaban. Mindossze
két tanulmany vizsgalta a haplotipus szerepét, mint MPN fenotipust modositod tényez6 [50,
51], kiilonos tekintettel az életkilatasokat is befolyasold szovédmények (pl. trombozis, és

szekunder myelofibrosisos, illetve leukémias transzformacio) gyakorisagara.

1.2 Akut myeloid leukémia — irodalmi hattér

Az akut myeloid leukémia (AML) a myeloid rendszer klonalis hematopoietikus &ssejt
eredetli megbetegedése, amely az éretlen myeloid elemek (blasztok) felszaporodasaval, és
az érett sejtek szamanak csokkenésével jar. Incidencidja 2-3/100 000 f6/év. Minden
¢letkorban eléfordulhat, az életkor ndvekedésével parhuzamosan a gyakorisaga is nd. A

betegek atlagos életkora 60 év, a betegség férfiakban és ndkben azonos aranyban fordul eld.
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Az AML korabbi osztdlyozasa a FAB (French-American-British) rendszer szerint
tortént, itt a tumorsejtek morfologidja alapjan M0-M7 csoportokat kiillonboztettek meg.
2001 ota a WHO (World Health Organization) klasszifikacidja az iranyadd, amely a
morfologiai csoportositason tul az egyes betegségcsoportokat a genetikai hattér alapjan is
megkiilonbozteti, valamint elkiiloniti az elsédleges, de novo kialakuld6 AML-t a masodlagos
AML-t6l, ami myelodysplasia, illetve mas hematoldgiai korképek, pl. myeloproliferativ
szindréma talajan alakul ki.

Az AML diagndzisdnak kritériuma a 20% feletti blaszt ardny a csontveldben. Ha a
blasztok akut myeloid leukémidra specifikus genetikai eltérést [t(8;21)(q22;q922),
inv(16)(p13922) vagy t(16;16)(p13;922), illetve t(15;17)(q22;q12)] hordoznak, akkor a
diagnozis 20% alatti blaszt arany esetében is kimondhato [52].

Az AML kialakuldsdhoz legalabb két genetikai eltérés egyiittes jelenléte sziikséges,
differencialodasukat gatolja. A leukémias sejtek proliferacios elényiikk miatt a normal
vérképzéssel szemben dominanssa valnak. Emiatt az érett vérsejtek szama csokken, ezzel
magyarazhatok az elsd tiinetek: anémia, 1z, valamilyen infekcid, vagy vérzés.

Az AML specifikus kezelése elsésorban intenziv kemoterapiaval valosul meg. Ezt
altalaban 4, mintegy 1 hetes ciklusokban végzik, és a leggyakrabban hasznalt szerek kozé
tartozik a citozin arabinozid (hagyomanyos vagy nagy dozisban), a daunorubicin, az
idarubicin, a mitoxantron, és az etopozid. Valamennyi AML-alcsoport esetében hasonld
kezelést alkalmaznak, kivéve a t(15;17) transzlokacioval jaro, promyelocytas alcsoportot
(M3), amelyben az indulé kemoterapia csupa transz retinsavval (ATRA) egésziil ki [9]. Az
AML kezelése két fazisra oszthatd. Az elsé szakasz az indukcio, melynek célja a komplett
remisszid elérése. A masodik szakasz a postremisszios kezelés (konszolidacio), mely
szintén citosztatikumokkal torténik.

65 évnél fiatalabb, kozepes, illetve magas kockazatl, elsé remisszioban levd AML-
betegeknél, vagy visszaesett (relabalt) betegeknél allogén dssejt-transzplantaciot (SCT) is
alkalmazhatnak. Jo prognozisi citogenetikai vagy molekularis genetikai -eltérések
jelenlétében az elsd kezelési ciklus utan remisszidban levd betegeknél nem végeznek SCT-

t, csak a késébbi, esetleges visszaesés esetén [9].
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1.2.1 Szerzett és orokletes genetikai eltérések szerepe AML-ben

Szamos szerzett genetikai eltérés befolyasolhatja a betegség kimenetelét, ezért a
diagnozis idején a leukémias sejtekben 1évO genetikai eltérések prognosztikai szerepének
vizsgalata az elmult években egyre inkabb kiemelt figyelmet kap [53]. AML-ben a
legfontosabb prognosztikai szerepe a klasszikus citogenetikdnak van. A t(15;17), t(8;21),
transzlokaciokat és az inv(16) inverziot hordozo esetek nagy része a kedvezd progndzisu
csoportba sorolhatd és kemoterapiaval jo eséllyel gyogyithato. A 3., 5., 7., 11., 17.
kromoszoémak szamos szerkezeti és szambeli eltérése [pl. abn(3q), del(5q), -5, del(7q), -7,
abn(11g23), i(17q)], valamint a haromnal tobb citogenetikai eltérést hordozo, komplex
kariotipust esetek rossz progndzisunak tekinthetok. Intermedier prognézisu pl. a +8, +22,
hordoz6, valamint a normal karyotipusa AML is. A molekularis genetikai vizsgalatok
tovabbi prognosztikai faktorok vizsgélatat teszik lehetdvé. A receptor tirozin kindzok
csoportjaba tartozo, 3. tipusu, fms-szeri tirozin kinaz (FLT3: fms-like tyrosine kinase-3)
fontos szerepet jatszik az Ossejtek osztddasi és differencialédasi  folyamatainak
szabalyozasaban. Az FLT3 juxtamembran domén kiilonb6z6 méretii és elhelyezkedésti, de
az olvasasi keretet mindig megtartd in. internal tandem duplikacioi (ITD) az AML-ben
szenvedo betegek mintegy 13-32%-anal mutathatok ki. A tirozin kindz domén (TKD) 835.
ill. 836. aszparaginsav, illetve izoleucin aminosavait érinté pontmutaciok az AML-betegek
mintegy 7%-aban talalhatok meg. Kisérletes rendszerekben mind az ITD, mind a TKD
mutéciok az FLT3 konstitutiv aktivalodasdhoz vezetnek és proliferacids és tulélési eldnyt
biztositanak a sejteknek. A két FLT3 mutacio felndttkori AML-ben emelkedett relapszus
arannyal és csokkent Osszesitett és betegségmentes tiléléssel tarsul [54]. A nucleophosmin
1 (NPM1) fehérje a nucleolusok preriboszomalis részecskéiben dajkafehérjeként
(chaperonként) miikddik, szerepet jatszik osztddaskor a centroszéma megkettdzddésben, a
sejtciklus szabalyozésdban, valamint a stresszre adott valaszreakcid kialakitdsdban. Az
Osszes AML-ben szenvedé beteg kozel egyharmadaban, valamint a normal Karyotipusa
AML mintegy 45-60%-aban a NPM1 nem a sejtmagban taldlhatd, hanem koros
citoplazmatikus lokalizaciot mutat. A koros lokalizacié hatterében a NPM1 gén utolso
exonjanak olvasasi keret eltolodasaval jaré mutaciodi, leggyakrabban 4 bazisparos inszercioi

allnak. A mutaciok kovetkeztében a fehérje C-terminalis aminosav sorrendje gy modosul,
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hogy nuklearis export szignal jon létre [55]. A NPM1 mutacié gyakran tarsul FLT3
mutédciéval. A NPM1 mutacié énmagéban, ha nem tarsul FLT3 mutacioval, j6 prognozist
képvisel: alacsonyabb relapszus arannyal, valamint hosszabb Osszesitett és betegség-mentes
tuléléssel [56]. Az FLT3 és az NPM1 mutaciok képezik jelenleg a citogenetikai
karyotipizalds mellett a legfontosabb genetikai markerek csoportjat, amelyek lehetévé
teszik a betegek kiilonbozd prognosztikai csoportba torténd besoroldsat.

Masrészrél viszont, kiillondsen a normal karyotipusu AML esetén a jelenlegi prognosztikai
faktorok mellett az orokletes genetikai eltérések vizsgalataval még kozelebb juthatunk a
pontosabb prognézis megallapitasahoz. Néhany vizsgalat azt mutatta, hogy a JAK2 V617F
mutacio ritkan myelodysplasia szindromaban és de novo AML-ben is kimutathat6 [41, 57-
60], viszont konstitutiv JAK2 aktivitasra utald STAT3 aktivacio igazolt JAK2 mutacid
hidnyaban is gyakran megfigyelhet6. [42] A MPN-re hajlamosit6 JAK2 46/1 haplotipus

szerepét AML-ben korabban nem vizsgaltak.
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2. Célkitiizések

Munkank soran egyes myeloid hematopoietikus Gssejteket érintd betegségek szerzett és

orokletes genetikai hatterének vizsgalatat tliztiik ki célul.

a)

b)

d)

CML-ben szenvedd tirozin kinaz inhibitor rezisztens betegekben a két legfontosabb
rezisztencia mechanizmus — a BCR-ABL TKD muticiok ¢és a tarsuld
kromoszomaeltérések (ACA) — gyakorisaganak meghatarozasa, valamint a mutaciok és
az ACA-k hosszitavi kovetkezményeinek és prognosztikai szerepének vizsgalata
Osszesitett- ¢és az eseménymentes tulélés szamitasaval, els6- és masodik-vonalbeli

szekvencialis tirozin kindz inhibitor kezelés soran.

Egy 1j, feltételezett TKI rezisztencia mechanizmus, a BCR-ABL 7. exon delécio
részletes ¢és szisztematikus vizsgalata CML-ben szenvedd betegek kiilonb6zd
1d6épontokbdl szdrmazd mintdin és egészséges kontroll egyének mintéin, kiillonbozo,
mindségi €s mennyiségi analizisre alkalmas PCR alapu technikadkkal, valamint
bioinformatikai mddszerekkel. A vizsgalattal arra kerestiik a valaszt, hogy a 7. exon

delécio jelenléte Osszefiigghet-e a TKI rezisztenciaval.

A szerzett JAK2 V617F mutacid gyakorisaganak, vizsgalata, valamint a szerzett
mutacid jelenlétének és az MPN klinikai jellemzdinek (életkor, diagnézis, trombdzis,
myelofibrotikus ill. leukémids transzformdcio) Osszehasonlitisa BCR-ABL negativ

MPN-ben.

Az orokletes JAK2 46/1 haplotipus gyakorisagdnak vizsgalata magyar JAK2 V617F
pozitiv és negativ MPN betegek csoportjaban, a JAK2 46/1 haplotipus és az MPN
klinikai jellemzdinek (életkor, diagnozis, trombozis, myelofibrotikus ill. leukémiés

transzformacio) dsszehasonlitasa.
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e) Az oOrokletes JAK2 46/1 haplotipus gyakorisaganak vizsgalata akut myeloid
leukemiaban (AML) szenvedd betegeknél. A betegség jellemzdinek Osszehasonlitdsa
(életkor, morfologia, és szerzett citogenetikai vagy molekularis genetikai eltérések az
AML diagnézisakor) a JAK2 46/1 haplotipus hordozé és nem hordozé betegek kozott,
valamint a 46/1 haplotipus prognosztikai szerepének vizsgalata (remisszids €s relapszus
arany, Osszesitett- és betegségmentes tulélés szamitdsaval, valamint a halal okénak

vizsgalata).
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3. Modszerek

3.1.Vizsgalt egyének

3.1.1 CML és ALL
BCR-ABL pozitiv MPN esetén 2002 oktober és 2010 aprilis kozott 71 imatinib

rezisztens CML-es és 6 imatinib rezisztens Ph+ ALL-es betegtdl gyiijtottiink periférias vér,
illetve csontvelé mintakat. A betegeket a Fovarosi Egyesitett Szent Istvan Szent Laszlo
korhazban kezelték. Az imatinib rezisztenciat az European LeukemiaNet [61] terapias
kudarc definicioi alapjan allapitottuk meg: a teljes hematologiai valasz (CHR) hianya 3
hoénap, a citogenetikai vélasz (CyR) hidnya 6 honap (Ph+>95%), a részleges citogenetikai
valasz hidnya (PCyR) 12 hénap (Ph+ >35%), a teljes citogenetikai valasz hianya (CCyR)
pedig 18 honap elteltével (Ph+ >0%), illetve a valasz elvesztése a terapia barmely
idépontjaban. Mésodik generacidos TKI kezelés esetén terapids kudarcnak szamit, ha nincs
CyR 3 hoénap, nincs minimalis citogenetikai valasz (minCyR) 6 honap (Ph+: 66-95%), vagy
nincs PCyR 12 hoénap elteltével. Primer rezisztenciarol akkor beszéliink, ha a beteg a
terapia kezdetétdl nem reagal a kezelésre, mig szekunder rezisztencia esetén kezdetben van
terapias valasz, amit késObb a beteg elveszit.

Az imatinib kezelés kezdetekor 23 beteg volt korai kronikus fazisban (CP), 25 késoi
kronikus fazisban, 15 akceleralt fazisban (AP) és 8 blasztos fazisban (BP). Ha a diagndzis
utan egy éven beliil elkezd6dott az imatinib kezelés, akkor korai kronikus fazisrol, ha pedig
késobb, akkor késdi kronikus fazisrdl beszéliink. Az eseménymentes tulélést (event free
survival, EFS) a TKI kezelés kezdetétél a terapias valasz elvesztéséig, a betegség
szamitottuk. Az Osszesitett talélést (overall survival, OS) a TKI kezelés kezdetétdl a halal
1d6pontjaig szamitottuk kivéve imatinib terapia esetén, ahol a masodik generacios TKI-ra
valo valtas is a tulélés végpontjanak szamitott. Az ALL-ben szenvedd betegeket, a TKI
intolerans betegeket, valamint azokat, akik 3 honapnal kevesebb ideig szedtek TKI-t,

kizartuk a talélés szerinti elemzésbdil.
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A 7. exon delécids vizsgalathoz a 71 CML-es beteg koziil 10 szekunder rezisztens
beteget valasztottunk ki, akiket diagnoziskor, a terapias valasz iddpontjaban, valamit a
rezisztencia kialakulasakor egyarant vizsgaltunk. A teljes citogenetikai valasz (CCyR)
elvesztésével jard szekunder rezisztencia kialakuldsanak kozépértéke 15,5 honap
(tartomany: 10-33 honap) volt az imatinib terapia kezdete utan. A kontroll csoportot 5
optimalis valaszt mutato CML-beteg képezte (mintavétel diagnoziskor és a kezelés kezdete
utan 1 évvel). Az optimalis valaszt mutatd betegek a terapia 12. honapjaig elérték a teljes
citogenetikai valaszt, és azt nem veszitették el (a kovetési id6 kozépértéke: 41 honap [34-89

hoénap]).

3.1.2. BCR-ABL negativ MPN
A BCR-ABL negativ MPN-t illetden 328 beteget (152 férfi és 176 nd) vontunk be a

vizsgalatba. Az atlagéletkor diagnoziskor 58+14 év volt (tartomany: 16-87 év). A WHO
kritériumok alapjan 175 betegnél polycythemia vera-t (PV), 126 betegnél esszencidlis
thrombocythemia-t (ET) 27 betegnél pedig primer myelofibrosis-t (PMF) diagnosztizaltak.
A Philadelphia kromoszéma jelenlétét standard Kkaryotipizalassal (G-savozas),
fluoreszcencia in situ hibridizacioval (FISH), vagy reverz transzkripciot kovetd PCR
technikdkkal zartuk ki. A laboratériumi eredményeket (hemoglobin, fehérvérsejt- ¢és
thrombocita szam) és a klinikai adatokat (splenomegalia) retrospektiven gytjtottiik. Az
atlagos kovetési id6 69463 honap volt (0-313). A trombotikus események el6fordulasa, a
myelofibrézisos vagy leukémias transzforméciok esetén rogzitettiik, hogy a diagnozis elott

vagy a kovetés soran torténtek-e.

3.1.3 AML

AML esetén 339 betegnél [158 férfi és 181 nd; atlagéletkor: 51 év (tartomany: 16-93
év)] vizsgaltuk a JAK2 46/1 haplotipus jelenlétét. A betegeket 2001. januar és 2007.
november kozott az Orszagos Hematoldgiai és Immunologiai Intézetben, az Orszagos
Gyodgyintézeti Kozpontban, és 2005. januar és 2009. december kozott a Fovarosi Egyesitett
Szt. Istvan ¢és Szt. Laszlo Korhaz 1. sz. Belgyodgyaszati Osztalyan diagnosztizaltdk és

kezelték. Az AML pontos besorolasa céljabol a diagnoziskor észlelt morfologiai kép, a
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karyotipus, a 3. tipusu, fms-szerii tirozin kinaz (FLT3) internal tandem duplikacié (ITD), az
FLT3 tirozin kindz domén (TKD) és a nucleophosmin 1 (NPM1) mutécio6 kertilt rogzitésre.
176 AML beteg esetén [77 férfi, 99 nd; atlagéletkor diagnoziskor: 48 év (18-60)], akiket
2001 januar és 2007 december kozott diagnosztizaltak ¢és kezeltek az Orszagos
Hematologiai és Immunologiai Intézetben, vagy az Orszagos Gyogyintézeti Kozpont
Hematolégiai és Ossejt Transzplantaciés Osztalyan, a JAK2 46/1 haplotipus prognosztikai
szerepét is megvizsgaltuk. Ebben a betegcsoportban a minimalis kdvetési idé 24 honap volt
(maximum 107 hoénap). A klinikai adatokat retrospektivan gytjtottik. A teljes remissziot
(complete remission, CR), a korai halalt (kevesebb, mint 28 nappal a kezelés kezdete utan),
a rezisztenciat, a betegségmentes talélést (DFS) és az sszesitett tulélést (OS) a nemzetkozi
ajanlasok alapjan definialtuk [52]. A fert6zést, mint a halal okat klinikai vizsgalatokkal
vagy boncoldssal igazoltdk azoknal a betegeknél, akiknél halaluk eldtt nem voltak

leukémiara utal6 jelek (remisszio, ill. aplazia esetén).

3.1.4 Kontroll egyének

Az ABL Aexon 7 vizsgalathoz a kontroll csoport 30 egészséges, Onkéntes intézeti
dolgozo volt, akiknek nincs ismert hematologiai betegsége.

A JAK?2 46/1 haplotipus jelenlétét 331 onkéntes véradonal vizsgaltuk [196 férfi és 135
nd; atlagéletkor: 41 év (tartomany: 19-76 év)]. A véradokat minden esetben a vérellato
szolgalat orvosai kérdezték ki és kizartak azokat, akiknél a kortorténetében olyan bizonyos

betegségek, mint pl. daganatos betegségek vagy fert6zések szerepeltek.

3.2 Nukleinsav izolalas

A CML ¢és a Ph+ ALL betegeknél a BCR-ABL TKD mutacio analizis és a 7. exon
delécio vizsgalata komplementer DNS-b6l (CDNS)-bél tortént. Ehhez EDTA-val vagy Na-
citrattal alvadasgatolt periférids vérbol vagy csontvel6bol végeztiink teljes cellularis RNS
extrakciot Trizol reagenssel (Invitrogen, katalogus szam: 15596018), amelyet reverz
transzkripcié kovetett High Capacity cDNA RT kit with Rnase Inhibitor (Life
Technologies, katalogus szam: 4374966) reagens készlettel.
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A JAK?2 V617F mutacio6 és a 46/1 haplotipus vizsgalatdhoz a DNS kivonasa Puregene
Gentra DNS Isolation Kittel (Puregene, Gentra) tortént.

3.3 Citogenetikai vizsgalat

A 1(9;22) transzlokacio és a tarsuld citogenetikai eltérések kimutatasahoz (illetve
jelenlétének kizarasahoz) a karyotipizalas standard G-savozassal tortént, az eredményeket
az International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 2005) eldirasainak
megfeleléen adtuk meg. Interfazisa FISH vizsgalat a Vysis LSI dual color, dual fusion
BCR-ABL, Vysis CEP8 ¢és Vysis LSI p53/CEP17 probakkal tortént (Vysis Inc.).

3.4 A BCR-ABL tirozin kindz domén mutacio kimutatasa

A BCR-ABL szelektiv amplifikacidja cDNS-bdl két 1épéses PCR-rel tortént. Az alap
PCR soran a forward primer komplementer szekvencidja a BCR 13. exonjaban (BCR-b2C:
5’-CAG ATG CTG ACC AAC TCG TGT-3’) [62], mig a reverz primer komplementer
szekvenciaja az ABL 10. exonjaban helyezkedett el (ABL-al0R: 5’-TTT CCC CAG CTC
CTT TTC CAC TTC-3”), igy elkeriilhetd volt a normal ABL amplifikacioja. A két Iépéses
(nested) PCR masodik 1épésében a teljes tirozin kinaz domént harom atfedé fragmensben
sokszoroztuk fel: 208-333. kodonok (ABL 4-6. exon; forward primer szekvencia ABL-a4F:
5’-GGG CTC ATC ACC ACG CTC CA-3’, reverz primer szekvencia ABL-a6R: 5’-CTG
CCG GTT GCA CTC CCT CA-3°), 279-440. kodonok (5-8 exon; forward primer
szekvencia ABL-a5F: 5°-TGG AGG TGG AAG AGT TCT TGA AAG-3’, reverz primer
szekvencia ABL-a8R: 5’- GTA AGG GGA CAT GCC ATA GGT AGC-3’), 369-512.
kodonok (7-10. exon; forward primer szekvencia ABL-a7F: 5’-TGC CTG GTA GGG GAG
AAC CA-3’, reverz primer szekvencia ABL-alOR: 5’-TTT CCC CAG CTC CTT TTC
CAC TTC-3"). A PCR termékeket ezutan didezoxi lancterminacioés modszerrel (Sanger-féle
szekvenalas) szekvenaltunk forward ¢és reverz iranyokbol CEQ 8000 Genetikai
Analizatoron (Beckman Coulter). Mutéaci6 analizist a tirozin kindz inhibitor rezisztencia

idépontjaban végeztiink.
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3.5 ABCR-ABL 7. exon delécid kimutatasa

3.5.1 Direkt szekvenalas

A 7. exon deléciot a BCR-ABL TKD mutaci6é analizis soran vizsgaltuk szekvenalassal

71 imatinib rezisztens CML betegnél, ABL-a5F és ABL-a8R nested primerekkel.

3.5.2 Fragmens analizis

A 7. exon delécio jelenlétét fragmens analizissel is vizsgaltuk CEQ 8000 Genetikai
Analizatoron a fent leirt két 1épéses nested PCR-t kovetdéen. Az alap PCR soran kiilon
amplifikaltuk a normal ABL-t és a BCR-ABL-t kétféle forward primer segitségével. Az
egyik forward primer komplementer szekvenciaja az ABL 1. exonjaban (ABL-1AF: 5’-
CTGGTGGGCTGCAAATCCAAGAA-3’) [63], mig a masik primer komplementer
szekvenciaja a BCR 13. exonjaban helyezkedett el (BCR-b2C), a kozos reverz primeré
pedig az ABL 10. exonjaban. A nested PCR soran ABL-a5F ¢és fluoreszcensen jelolt ABL-
a8R primereket hasznaltunk. Az ABL***"/ABL aranyt igy szamitottuk, hogy 7. exon
delécios fragmens (301 bp) csucsmagassagat elosztottuk a deletalt és a nem deletalt
fragmensek (301 és 488 bp) csticsmagassagainak osszegével. A 7. exon delécio jelenlétét
10 imatinib rezisztens beteg és 5 imatinibre optimalis valaszt mutatd beteg esetén a terapia
kiilonbdz6 id6pontjaiban vizsgaltuk a BCR-ABL-en és az ABL-en, illetve 30 egészséges
kontroll esetén az ABL-en nested PCR-rel. 15/30 egészséges kontrollnal az els¢ (alap) PCR
kihagyasaval is elvégeztiik a vizsgalatot, hiszen ezeknél a személyeknél kizarhato a BCR-

ABL transzlokacio jelenléte.

3.5.3 Allél specifikus PCR

A fent leirt nested PCR-hez ebben az esetben egy, a 7. exon delécidra specifikus primert
terveztiink a 6. és a 8. exon hatarara (ABL-6-8R: 5’-CTTCATCCACAGCATTTGGAGTA
TTG-3’) és ezt hasznaltuk a masodik PCR-ben. A forward primer komplementer
szekvenciaja a 4 exonban volt (ABL-4F: 5°-GGGCTCATCACCACGCTCCA-3"). A 7.

exon deléciora specifikus PCR termék jelenlétét agaroz gélelektroforézissel allapitottuk
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meg. Ezzel a modszerrel is 10 imatinib rezisztens és 5 optimalis valaszi CML beteg

kiilonb6z6 idépontokbdl szarmazo, valamint 30 egészséges kontroll mintait vizsgaltuk.

3.5.4 Kvantitativ PCR

Az alap és a nested PCR utan mérhetd ABL **"/ABL arany dsszehasonlitasahoz valos
idejii kvantitativ PCR-t alkalmaztunk (Q-PCR) SYBRGreen festékkel, Light Cycler 480
(Roche Diagnostics) valos idejiit PCR késziiléken. Az alap PCR az ABL-1F és az ABL-10R
jelzésti primerekkel tortént. A nested PCR masodik korében, illetve az alap PCR
tesztelésére szolgdlo PCR reakcioban a 7. exon deléciés ABL-t és az Osszes ABL-t
(deléciostnem delécios egyiitt) kiilon-kiilon amplifikéaltuk a kovetkezé primerekkel: ABL-
4F és ABL-6-8R a delécios esetben, illetve ABL-4F és ABL-6R (ABL-6R: 5’-
CTGCCGGTTGCACTCCCTCA-3’) az 6sszes ABL esetében. Az ABL *"7/ABL aranyt
deltaCT modszerrel szamitottuk, miutan ¢cDNS higitasi sorral ellendriztiik, hogy a kétféle
amplifikacionak hasonlo-e a hatékonysaga. Az egy- és a két Iépéses (nested) PCR
Osszehasonlitasat Q-PCR-rel 15 egészséges kontroll mintan végeztik el, majd az
eredményeket Osszehasonlitottuk a fragmens analizissel tortént hasonld vizsgélat

eredményeivel.

355 A  varians fehérje életképességének és miikodoképességének eldrejelzése

bioinformatikai mddszerekkel

A huméan ABL gén szekvencidjdhoz és exon struktirdjdhoz az NCBI adatbazisabol
jutottunk hozza (gén ID: 25). Az ABL TKD masodlagos ¢és harmadlagos szerkezetét a
Protein Data Bankban talalhato kristalyszerkezet adatok alapjan készitettiik el (PDB, PDB
ID: 2HYY) DSSP [64] és UCSF Chimera szoftverek segitségével [65]. A vad tipust és a
csonka ABL TKD masodlagos szerkezetét két kiilonbozo algoritmus, a JNet [66] és a Prof
[67] szerint becsiiltik meg. Ahhoz, hogy kiszamitsuk a 7. exon delécios TKD
feltételezhetden elérhetdé hidrofob felszinét, ,,in silico” ismétldédoen csonkoltuk a PDB
szerkezetet az egyik vége fel6l CHASA szoftverrel [68]. Ezt a moddszert el6zdleg a
lehetséges alstrukturak (pl. al-domének) és a hidrofob magok feltérképezésére hasznaltak
[69].
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3.6 A JAK2 V617F mutacié kimutatasa

A JAK2 V617F mutéciot allél specifikus multiplex polimeraz lancreakciéval (PCR)
mutattuk ki az irodalomban ismertetett szintetikus oligonukleotidokkal [5]. A PCR master
mix (Promega, katalogus szam: M7505), és a genomialis DNS-templat mellett a
reakcidelegy harom oligonukleotidot tartalmazott: egy mutacio-specifikus forward (Fspec),
egy kontroll forward (Fcont) és egy kozos reverz (R) primert. A mutacio-specifikus primer
a vizsgalt mutéaciot eredményezd nukleotidcserén til, még egy nukleotidcserét tartalmaz a
37 végén, az alpozitiv amplifikécio elkeriilése végett. A PCR reakcio soran keletkezett DNS
fragmentumokat agar6z gélen valasztottuk el, és etidium-bromid festést kovetéen
ultraibolya fénnyel megvilagitva tettiik lathatova. Az érzékenység novelése céljabol az
irodalomban ismertetett PCR koriilményeket kisebb mértékben modositottuk a kdvetkezdk
szerint: amplifikaciés primer koncentraciok: 0,5 mM reverz ¢és mutacio-specifikus
primerek, 0,15 mM a kontroll forward primer koncentracidja. A PCR 36 ciklusbol allt
(94°C 1 perc, 58°C 1 perc, 72°C 1 perc). Ketté6 V617F pozitiv betegnél elvégeztiik a
kérdéses génszakasz ellendrzd szekvendldsat. A szekvenald reakciot BigDye 3.1
szekvenalo kittel (Applied Biosystems) végeztikk, a kapillaris elektroforézis ABI310

Genetic Analyzer késziiléken tortént.

3.7. Az AML egyéb molekularis jellemzdinek vizsgalata

A 3. tipusu, fms-szera tirozin kinaz (FLT3) internal tandem duplikacio (ITD) és a
nucleophosmin 1 (NPM1) inszerciés mutaciok jelenlétét a PCR-t kdovetd Genescan

fragmens analizissel vizsgaltuk [56, 70].
3.8 AJAK2 46/1 haplotipus vizsgalata
A 46/1 haplotipussal kapcsoltan 06roklodé JAK2 gén 14. intron rs12343867

polimorfizmust (NT 008413.17: g.5064189T>C) LightCycler technologiaval mutattuk ki.
Az amplifikdcidés primereket és a hibridizacios probakat LightCycler Probe Design
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software-rel terveztiik (Roche Diagnostics). A V617F-pozitiv MPN esetekben a 617F
mutédns és a 617V vad tipusu alléleket eltérd allél-specifikus primereket alkalmazva kiilon
reakcioban sokszoroztuk fel, majd az amplifikacié utan olvadasi gorbe analizist végeztiink.
Az alkalmazott primerek:

JAK2-LIP-WT: 5’-GCGCGGTTTTAAATTATGGAGTATGTG-3’; [71]
JAK2-LIP-V617F: 5-GCGCGGTTTTAAATTATGGAGTATGTT-3’; [71]

JAK2-LCF: GCGGGTAGGACTATTCAGTTATATCTTG;

JAK2-LCR: CTGTATAGTATTAAAGCATGGGGTACGA;

JAK2-SENS: AGAAATGATTACGTTGATATGATACTAGA-Fluorescein;

JAK2-ANC: LC Red 640-TATTTTTTGGCTAAATTTAGGTGTTCACAGAAACTACTAA-P

Az alahuzott és vastagon szedett nukleotid a JAK2-SENS szondan az SNP, a szondat a
,,C”-nukleotidra (46/1 haplotipussal kapcsoltan 6rokl16d6 allél) terveztiik.

3.9 Statisztikai feldolgozas

A nem folyamatos valtozok Gsszehasonlitasara khi-négyzet tesztet vagy Fisher tesztet,
mig folyamatos valtozok esetén Mann-Whitney (két fiiggetlen valtozo) vagy Wilcoxon (két
nem fliggetlen valtozo) tesztet alkalmaztunk. A folyamatos valtozoknal az atlagot £ SD
(standard deviacio), vagy a mediant (kozépérték) = SD tiintettiik fel. Az SNP (single
nucleotide polymorphism) allél frekvenciakat valamint az Odd’ s ratio-t (esélyhanyados)
% + 95% konfidencia intervallummal adtuk meg (95% CI). Az Gsszesitett talélést (overall
survival, OS) és eseménymentes (event free survival, EFS), valamint betegségmentes
tulélést (disease free survival, DFS) egy fiiggetlen paraméter esetén (univariancia analizis)
Kaplan-Meier modszerrel szamitottuk és az eredményeket log-rank teszttel hasonlitottuk
Ossze, mig tobb paraméter Osszefliggéseinek vizsgélatit (multivariancia analizis) Cox-
regresszioval szamitottuk. A statisztikai analiziseket az SPSS (version 13.0) software
segitségével végeztilk. Az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak. A Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) vizsgalata Arlequin ver 2.000
(http://anthro.unige.ch/arlequin) software, valamint az SNPstats internetes alkalmazas

(http://bioinfo.iconcologia.net/Snpstats) segitségével tortént [72].
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4. Eredmények

4.1 A BCR-ABL TKD mutaciok és tovabbi kromoszoma eltérések szerepe CML-ben

A mutaci6 vizsgalatot az imatinib rezisztencia idépontjaban 69 CML ¢és 5 Ph+ ALL
betegnél tudtuk elvégezni (2 CML és 1 ALL esetben nem volt elérhetd minta a kérdéses
idépontban). Osszesen 15 kiilonb6zé mutaciot (M244K/V, G250E, Y253H, E255V,
D276G, E279K, T315l, M351T, E355G, F3591/V, L384M, L387M, H396R) azonositottunk
27/74 (36%) imatinib rezisztens betegben. Az M244V (n=5; 19%), a T3151 és M351T
(n=4; 15%), valamint az E255V (n=3; 11%) ¢és F3591/V (n=2; 7%) mutaciok gyakrabban,
mig egyéb mutaciok csak egy-egy esetben fordultak el6 (3. abra). Harom beteg esetében

kettGs mutaciot azonositottunk.
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3. abra BCR-ABL TKD mutdciok imatinib rezisztenciaban CML (n=69) és BCR-ABL pozitiv ALL
(n=5) betegekben. Osszesen 15 kiilonbdzé mutaciot azonositottunk 27/74 (36%) imatinib rezisztens
betegben. Az M244V, a T315I és M351T valamint az E255V és F3591/V mutaciok gyakrabban,
mig egyéb mutaciok csak egy-egy esetben fordultak eld.
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Korai CP-ban a betegek 17%-a (4/23), kés6i CP-ban 33% (8/24), AP-ban 33% (5/15),
mig BP-ban 71% (5/7) hordozott TKD mutaciét. Minden ALL-es beteg, akinél TKD
mutaciot vizsgaltunk, mutacié pozitivnak bizonyult (5/5). A TKD mutacid gyakorisag nott
a betegség progresszidjaval parhuzamosan (korai CP vs. kés6i CP és AP egyiitt vs. BP, 2*3
khi-négyzet teszttel p=0,026). Citogenetikai eredmények 65 esetben voltak elérhetéek az
imatinib rezisztencia idépontjaban. ACA-t 30 betegnél (46%) azonositottak imatinib
rezisztenciakor, ebbdl a 8. kromoszéma triszomia (+8; 26%), a Ph kromoszoma duplikacio
(+Ph; 21%) ¢és a 17q izokromoszéma [i(17q); 8%] voltak a leggyakoribb kromoszoma-
eltérések. A mutacio és az ACA statusz szerint csoportositott betegek jellemzoit az 1.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A mutacid ¢s az ACA statusz kdzott nem talaltunk szignifikans
Osszefliggést, a mutacid pozitivitas 43% (15/35) volt az ACA negativ és 28% (8/29) az
ACA pozitiv betegek kozott (p=0,296). Szintén nem talaltunk tébb, mutaciét hordozo
pozitiv beteget a +Ph, a +8 és az i(17q) pozitiv betegek kozott az ACA negativ csoporthoz
viszonyitva (p=1,00; 0,12 és 1,00, sorrendben).

30



DOI:10.14753/SE.2012.1735

1. tablazat: BCR-ABL TKD mutacio és ACA statusz szerint csoportositott imatinib rezisztens

betegek jellemzdi

Osszesen Mutacid, no., (%) ACA, no., (%)
n=77 (%) n=74 n=65
Mutacié | Mutacié | p ACA ACA p
Paraméter pozitiv negativ pozitiv | negativ
(n=27) (n=47) (n=30) | (n=35)
Atlagéletkor 43 46 41 0,387 | 43 46 0,752
diagnoéziskor, év i i R ) )
(tartoméiny) (10-73) (25-73) (10-70) (25-73) | (10-66)
Korabbi 36 (47) 15 (55) 19 (40) 0,234 | 16 (53) | 15(43) | 0,805
interferon-a
kezelés
Korai CP | 23 (30) 4 (16) 19 (40) 7(23) | 12(34)
Késéi CP | 25 (32) 8 (30) 16 (34) * 11 (37) | 11 (32)
Fazis az 0,026 0,502
imatinib AP 15 (20) 5 (18) 10 (22) 5@17) |9(26)
kezdetekor  I"gp 8 (10) 5(18) | 2(4) 4(13) [2(5)
ALL 6 (8) 5 (18) 0 (0) 3(10) (13
Imatinib kezelés | Imatinib | 39 39 39 0,128 | 32 44 0,140
atlagos ) ) ) ) )
idétartama, hé (3-123) (3-68) (6-123) (3-108) | (3-123)
(tartomany)
Nilotinib | 28 (36) 14 (52) 13 (28) 9(30) | 14 (40)
Imatinib Dasatinib | 28 (36 6 (22 22 (47 12 (40) | 11 (31
terapiat koveto (36) (22) (47) 0,064 (40) (31) | 0,669
kezelés Nincs 21 (28) 7 (26) 12 (25) 9(30) |10(29)
TKI
CP 26 (34) 15 (55) 19 (41) 5(17) | 21(60)
AP 19 (25 8 (30 16 (34 17 (57) | 6 (17
Figis TKI (25) (30) (34) | 0597 | 17(57) | 6(17) | 0,003
valtaskor BP 9(12) 3(11) 7 (15) 6(20) |3(9)
ALL 2(3) 1(4) 0 (0) 0(0) 1)
L Nilotinib | 20 15 16 0,636 | 20 15 1,000
2. generacios
TKI kezelés (1-44) (3-44) (1-43) (1-43) | (3-44)
_ atlagos T ctinib | 13 10 20 0,031 | 10 13 0,450
idotartama, ho
(tartomany) (1-56) (1-20) (2-56) (2-36) | (1-56)

*Kkorai CP vs. kés6i CP és AP egyiitt vs. BP.
Roviditések: TKD: tirozin kindz domén, ACA: addicionalis kromoszéma-eltérés (additional
chromosome abnormality), CP: kronikus fazis, AP: akceleralt fazis, BP: blasztos fazis, ALL: akut

lymphoid leukémia, TKI: tirozin kindz inhibitor.
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Megvizsgaltuk a 71 imatinib rezisztens betegek eseménymentes €s Osszesitett tulélését
BCR-ABL TKD mutéci6 és/vagy ACA jelenlétében, illetve hidnydban. Az EFS és az OS
nem kiilonbozott a mutacid pozitiv és negativ csoportok kozott (p=0,884 ¢és 0,689,
sorrendben) (4A abra). Nem hasonlitottuk Gssze a talélést mutacio tipus szerint (P-loop,
nem P-loop, T315l), mert az egyes alcsoportokban tulsagosan kevés betegiink volt. A 2
éves Osszesitett tulélés 100% volt az ACA-negativ és 76% az ACA-pozitiv betegeknél
(p=0,015) (4B 4abra). Az eseménymentes tulélés szintén szignifikansan hosszabb volt az
ACA-negativ csoportban, mint az ACA-pozitiv betegeknél (p=0,032). A Ph+ és az i(17Q)
jelenléte rosszabb OS-t eredményezett, (p=0,007 és p<0,001, sorrendben), amig a +8
kromoszdéma-eltérés nem befolyasolta a tulélést. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a

mutaciot és ACA-t kiilonféle kombinacidkban hordozé betegek talélése kozott (4C abra).

A 1o Mutacio pozitiv (n=17) | B
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Imatinid kezdetetod eltelt idé (ho) Imatinib kezdeteto! eltelt ido (ho)
C 154 4 wesssa. - @ - - .o MUPACA- (n=12)
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>ow da -
MUt-ACA* (n=20)

Osszesitent tibblos (05)
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Imatinib kexdetetd] altelt ids (ho)

4. abra Kaplan—Meier dsszesitett tulélées (OS) imatinib rezisztens CML betegeknél az imatinib
terapia kezdetétdl (A) TKD mutacio jelenléte szerint (B) ACA jelenléte szerint (C) mutacié és ACA
kombinalt jelenléte szerint.
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Az imatinib rezisztens betegek koziil 57 beteg kapott masodik generacios TKI-t
(nilotinib, n=29; dasatinib, n=28) az imatinib kezelést kovetéen. Ezt kdvetden 13/57 beteg
esetében valtottak harmadik TKI-ra (nilotinib, n=5; dasatinib, n=8) relapsus miatt.
Dasatinib kezelés esetén 3 betegnél optimalis, 3 betegnél szuboptimalis valasz, 17 betegnél
terapias kudarc alakult ki, tovabbi 3 beteg mellékhatasok miatt nem toleralta a kezelést (2
esetben nem volt adatunk). Nilotinib esetén 10 betegnél optimalis, 5 betegnél szuboptimalis
valasz, 13 betegnél terapias kudarc, 1 betegnél pedig intolerancia volt megfigyelhetd. A 20
imatinib rezisztens beteg koziil, akik nem kaptak nilotinibet vagy dasatinibet, 3 beteget
transzplantaltak, 8 beteg meghalt mieldtt a masodik generacios TKI kezelés elérhetd lett
volna, 3 beteg bosutinib klinikai vizsgalatba keriilt, 4 beteg reagalt az imatinib
dozisemelésre, 2 esetben pedig elvesztettiik a kovetést.

Hasonlo vizsgdlatot végeztiink masodik generacios TKI kezelés esetén is. A mutdciok
megjelenését és eltlinését a nilotitnib és dasatinib kezelések hatdsara attol fliggetleniil
vizsgaltuk, hogy elézbéleg milyen és hanyféle TKI kezelést kapott a beteg. A kovetkezo
mutaciok tiintek el nilotinib kezelés hatasara: M244V (n=4), G250E (n=1), E255V (n=1),
M35IT (n=1), és L387M (n=1) (5A abra). Masrészrdl viszont, az Y253H (n=1), F359I
(n=2) és F359V (n=2) mutaciok perzisztaltak és harom uj mutacié is megjelent (Y253H,
T3151 és F359V). A dasatinib kezelés hatasara az Y253H (n=1) és az F359V (n=2)
mutaciok tlintek el. Dasatinib kezelés alatt kevesebb perzisztald, [M244V (n=1) és T315I
(n=1)], viszont tobb Gjonnan megjelené mutaciot [L248M (n=1), E279K (n=1) és T315I-t
(n=5)] detektaltunk (5B abra). A nilotinib és a dasatinib mutacios spektruma nem volt
atfedé a T3151 mutaciot kivéve, amely viszont a leggyakrabban el6fordulé mutacié volt
masodik generacios TKI kezelésnél. A leggyakrabban el6forduldé ACA-k koziil az i(17Q)
perzisztalt mindkét masodik generacios TKI alatt, mig a legtobb +Ph és +8 eltiint nilotinib
vagy dasatinib hatasara (5C abra).
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5. abra (A) Ujonnan megjelend, perzisztalé és eltiint mutdciok megoszldsa nilotinib terdpia alatt 34

betegben. Nilotinib rezisztenciaval jaréo mutaciok: Y253H, T3151, F3591 és F359V. (B) Ujonnan

megjelend, perzisztdlo és eltiint mutdciok megosziasa dasatinib terdpia alatt 36 betegben. Dasatinib
rezisztenciaval jaro mutaciok: L248M, E279K és T315L. (C) Ujonnan megjelend, perzisztalo és
eltiint ACA-k megoszlasa 2. generdcios TKI terdpia alatt 24 betegben.

Egyéb ACA: -7; +4; +9; +10; -Y; +19; +21; +22; +6; +X; komplex (3-nal tobb ACA)

Osszehasonlitottuk az 6sszes TKD mutacio, az ACA-k és a T315] mutaciok szamat
CML betegekben imatinib, nilotinib és dasatinib kezelés alatt (2. tablazat). Nilotinib
kezelés alatt szignifikansan tobb mutaciot talaltunk (70%), mint imatinib (32%) és dasatinib
(29%) alatt. (Khi-négyzet teszt: p=0,0483, Fisher teszt: imatinib vs. nilotinib p=0,0324;
dasatinib vs. nilotinib p=0,051; imatinib vs. dasatinib p=1). Masrészt viszont a T315I
mutacio gyakrabban fordult el6 dasatinib kezeléskor, mint nilotinib vagy imatinib alatt
(24% vs. 10% vagy 1%, p=0,0016; Fisher teszt: imatinib vs. nilotinib p=0.233; dasatinib vs.
nilotinib p=0,634; imatinib vs. dasatinib p=0,0021).
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2. tablazat Az odsszes mutdacio, az ACA-k és a T315l mutdcio gyakorisaganak dsszehasonlitisa
imatinib, nilotinib és dasatinib kezelések alatt CML betegekben.

*vizsgalt betegek szama.

Paraméter TKI rezisztens betegek (n) No. (%) p
imatinib (71) 22/69* (32)
TKD muticiok dasatinib (21) 6/21* (29) 0,0483
szama _
nilotinib (13) 7/10* (70)
imatinib (71) 27/61* (44)
ACA-K szama dasatinib (21) 10/19* (53) 0,4726
nilotinib (13) 4/13* (31)
imatinib (71) 171* (1)
A - 0,0016
T3151 mutaciok dasatinib (21) 5/21* (24)
szama _
nilotinib (13) 1/10* (10)

A masodik generacios TKI-k esetén is megvizsgaltuk a tulélési valdszinliséget TKD
mutacié jelenléte szerint (6A abra), ACA jelenléte szerint (6B abra), valamint a TKD
mutacio és ACA kombinalt jelenléte szerint (6C 4&bra). Az imatinibnél kapott
eredményekkel ellentétben ebben az Osszehasonlitisban mar a muticid pozitivitas is
szignifikdnsan befolyasolta a talélést (EFS: p=0,006 és OS: p=0,01). Az ACA a masodik
generacidos TKI kezelés esetén is erds prognosztikai faktornak bizonyult (p<0,001, ACA
pozitivitas esetén rosszabb EFS ¢és OS). Mivel a betegség eldrehaladottabb fazisaiban (AP,
BP) rosszabb a talélés és tobb az ACA, az analizist elvégeztiik a kronikus fazisi CML
betegek alcsoportjan is (n=31), ahol az ACA szintén negativan befolyasolta a tulélést
(p=0,015). Szignifikans kiilonbséget figyeltink meg a mutaciét és ACA-t kiilonbozo
kombinacioban hordozé betegek alcsoportjainak talélése kozott (EFS és OS p<0,001). A
prognozis a TKD mutacio és az ACA-pozitiv betegeknél volt a legrosszabb, ekkor a 4 éves

tulélés csupan 33% volt.
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6. abra Kaplan—-Meier osszesitett tulélés (OS) masodik generacios TKI rezisztens CML betegeknél
a masodik generacios TKI terapia kezdetétél (A) a TKD mutacid jelenléte szerint (B) az ACA

jelenléte szerint (C) a TKD mutacio és az ACA kombinalt jelenléte szerint.

4.2 A BCR-ABL 7. exon deléci6 szerepe CML-ben

A Aexon7 vizsgalatat tobbféle, kiillonbozd érzékenységli moddszerrel is elvégeztiik.
Minden esetben az els6 reakcidban kiilon amplifikaltuk a normal ABL-t és a BCR-ABL-t,
majd a masodik reakcidban sokszoroztuk fel a vizsgalni kivant rovidebb szakaszt. A

kiilonb6z6 modszereknél alkalmazott primereket a 7. &bran mutatom be.
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7. abra Az ABL?“*" és BCR-ABL**" kimutatdsa kiilonbozé PCR alapii technikdkkal. Az 1.
reakcidban (alap PCR) kiilon amplifikaltuk a norméal ABL-t és a BCR-ABL-t kétféle forward
primer segitségével. Az egyik forward primer komplementer szekvencidja az ABL 1. exonjaban
(ABL-1AF, mig a masik primer komplementer szekvenciaja a BCR 13. exonjaban helyezkedett
el (BCR-b2C), a kozos reverz primeré pedig az ABL 10. exonjaban. A 2. reakcioban (nested
PCR) a forward primer komplementer szekvencidja az 5. (ABL-abF) vagy 4. (ABL-a4F)
exonban, a reverz primeré pedig a 8. (ABL-a8R) exonban volt. Az allél-specifikus PCR-hez
egy, a 7. exon deléciora specifikus primert terveztiink a 6. és a 8. exon hatarara. Fragmens
analizisnél fluoreszcensen jelolt ABL-a8R primereket hasznaltunk. Kvantitativ PCR esetén a 7.
exon delécios ABL-t és az 0Osszes ABL-t (deléciostnem delécios egyiitt) kiilon-kiilon
amplifikaltuk ABL-4F és ABL-6-8R (delécids esetben), valamint ABL-4F és ABL-6R (nem

delécids esetben, a reverz primer komplementer szekvenciaja a 6. exonban) primerekkel.
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A mutéacidé analizis soran szekvenalassal az imatinib rezisztens betegek 17%-anal
(12/71) talaltunk BCR-ABL*®*°"_t (3. tablazat). Fragmens analizissel, ami egy
érzékenyebb modszer, szignifikdnsan nagyobb gyakorisaggal azonositottuk a deléciot
(70%; 7/10), mint szekvenalassal (p=0,001). Az imatinibbel kezelt CML-betegek
kiilonb6z6 idépontokbol szarmazo mintai koziil a diagndzis iddpontjabol (80%; 12/15) és a
rezisztencia idépontjabol szarmazd (70%; 7/10) mintakban gyakoribb volt a 7. exon
delécio, mint a terapias valasz idejébdl szarmazé mintdkban (0%; 0/9; p=0,0002). Ot
esetben a BCR-ABL nem amplifikalodott a terapias valaszkor vett mintakbol az alacsony
BCR-ABL expresszios szint miatt. A 7. exon deléciét nem hordozoé mintdk alacsonyabb
BCR-ABL expressziot mutattak (median: 2,5%; 25-75% percentilis: 0,5-29,3%) a delécios
mintakhoz képest (median: 90%; 25-75% percentil: 49-100%; p=0,001). A BCR-ABL-lel
ellentétben az ABL " gyakorisaga nem kiilsnbozott a terapia kiilonboz6 idépontjaibol
szarmaz6 mintakban (diagnozis: 40%, 6/15; rezisztencia: 70%, 7/10; terapias valasz: 43%,
6/14; p=0,74). ABL " _t 23/30 (77%) egészséges kontroll mintaban is kimutattunk.
Allél-specifikus PCR-rel még t5bb minta bizonyult BCR-ABL"**"" pozitivnak [87%
(13/15) diagnoziskor, 57% (8/14) a terapias valasz idején és 100% (10/10) rezisztenciakor].

A fragmens analizishez hasonléan BCR-ABL*®*"_¢

is ritkabban taldltunk alacsonyabb
BCR-ABL kopiaszamnal. Az ABL***" gyakorisaga diagnoziskor 87% (13/15), terapias
valaszkor 93% (13/14), rezisztenciakor pedig 90% (9/10) volt (p=1,0). (3. tablazat)
Kvantitativ PCR-rel (Q-PCR) csak az ABL génen vizsgaltuk a 7. exon delécio jelenlétét
egészséges kontroll mintakban (n=15) és Gsszehasonlitottuk az egy- és két 1épéses (nested)
PCR technikat. Az egy 1épéses PCR utan a delécids €s nem deléciés ABL aranya atlagosan
0,17 volt, mig a nested PCR-t kdvetden 0,31 (p=0,156). A kapott értékeket a fragmens
analizis eredményeivel 6sszehasonlitva (ABL**/5sszes ABL arany 16,18 és 5,62 az egy
1épéses illetve a nested PCR utdn), azt talaltuk, hogy fragmens analizissel szignifikdnsan

nagyobb ABL***"" mennyiséget mériink, mint Q-PCR-rel (p=0,001 az egy lépéses PCR
esetén €s p=0,005 a nested PCR esetén, Wilcoxon teszttel) (4. tablazat).
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3. tablazat 4 kimutathaté BCR-ABL?*" és ABL"" gyakorisiga kiilonbozé médszerekkel a

betegség kiilonbozo idopontjaiban.

*Egy esetben nem volt a terapids valasz idépontjabol szarmazé elérheté minta.

*Ot esetben a BCR-ABL nem amplifikalodott a fragmens analizishez hasznalt primerekkel.

Moédszer Vizsgalt egyének BCR-ABL p* ABL p*
(%) (%)
) Imatinib rezisztens betegek a
Direkt
rezisztencia idépontjaban 12/71 (17) - - -
szekvenalas
(n=71)
CML betegek
Fragmens . .
(szekunder rezisztencia,
analizis
n=10; optimalis valasz, n=5)
Diagnézis (n=15) 12/15 (80) 6/15 (40)
Terdpidas vailasz (N=14%) 0/9° (0) 0,0002 | /14 (43) | 0,74
Rezisztencia (n=10) 7/10 (70) 7/10 (70)
Egészséges kontroll (n=30) - 23/30 (77)
. CML betegek
Allél-specifikus ) )
(szekunder rezisztencia,
PCR
n=10; optimalis valasz, n=5)
Diagnézis (n=15) 13/15 (87) 13/15 (87)
Terdpids valasz (n=14%) 8/14 (57) | 0.0161 | 13/14 (93) | 1,000
Rezisztencia (n=10) 10/10 (100) 9/10 (90)
Egészséges kontroll (n=30) - 30/30 (100)
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4. tablazat Az ABL"“*IABL ardny ossehasonlitisa egészséges kontrollokban (n=15) kvantitativ
real-time PCR-rel (Q-PCR) és fragmens analizissel egy- és két lépéses (nested) PCR-t kovetden.

Q-PCR Fragmens analizis
(ACT) (mutans/osszes)
Egy lépéses Két lépéses Egy 1épéses Két 1épéses
PCR (nested) PCR PCR (nested) PCR
Aexon7 pozitiv mintak/
vizsgalt mintik (%) 15/15 (100) 15/15 (100) 15/15 (100) 11/15 (73)
ABL**"/ABL atlag+SD (%) 0,17+0,12* | 0,31£0,33** | 16,1844,77* | 5,62+5,41**

Az ABL***"/ABL aranyt Q-PCR esetén delta CT modszerrel, mig fragmens analizisnél a csucsok
magassaganak aranyabol (delécios/Osszes) szdmitottuk. Az atlag+SD értékeket 15 kontroll egyénre
adtuk meg.

*p=0,001 (Wilcoxon teszt)

**p=0,005 (Wilcoxon teszt).

Az ABL fehérje masodlagos szerkezetének bioinformatikai predikcios vizsgalata szerint
a 7. exon delécio jelenlétében létrejott ) fehérje régio, amely a 8. exontdl az eltolddott
olvasasi keret miatt jott 1étre, rovid és nem befolyasolja a TKD 6. exon el6tti N-terminalis
részének masodlagos szerkezetét (8A abra). Mivel a kiilonb6z6 masodlagos szerkezet
predikciok (Jnet, Prof) 6sszhangban voltak a megfigyelt masodlagos szerkezettel (DSSP) a
normal ABL esetén, ezeket alkalmaztuk Aexon7 izoformara is. A tirozin Kindz domén
korabbi funkcionalis térképezése szerint [73], az ABL Aexon7 jelenlétében hianyzik az
aktivacios hely, ami miatt a csonka fehérje nem funkcionalhat tirozin kinazként. Emellett
megvaltozik a BCR-ABL"**" varians imatinib koté helye is (A380-F382 harom aminosav
hianya), igy a fehérje valdsziniileg nem képes imatinib kotésére (8B abra; kristalyszerkezet
adat forras: PDB ID: 2HYY). A CHASA szoftverrel végzett szerkezeti vizsgalattal szamos
olyan régiot talaltunk a TKD-ban, amelyek Onmagukban is megérizték szerkezeti
integritdsukat (8C ébra, ahol a CHASA score lokalis minimum értékei jelzik a hidrofob
régiok kozotti hatarokat). Az alternativ splicing okozta téréspont egy erésen hidrofob régio
kozepén helyezkedik el. A masodlagos szerkezeti adatokkal egyiitt a bioinformatikai

analizis alapjan valdszinisithetjiikk, hogy egy viszonylag nagyobb méretii hidrofob régio
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kertil felszinre a 7. exon kiesésének kovetkeztében, ami elinditja az UPR mechanizmust
(unfolded protein response, amely soran lebomlanak a rosszul feltekeredett fehérjék), és

ezaltal a csonka fehérje eliminalodhat a rendszerbél.

A Normal TKD
exon 6 Y exon 7
|
Csonka TKD
exon 5 | exon 6 exon 8

Aktivacios
hurok

Inhibitor-
kétd hely ()

Felszini hidrofébicitas
{normalizalt chasa érték)
g8 & & §

0 50 100 150 200 250
A csonka TKD hossza

8. abra Szerkezeti valtozdsok az ABL tirozin kindz doménen a 7. exon delécio kovetkezményeként.
(A) A vad tipusu és a varians (csonka) TKD érintett teriileteinek megfigyelt (DSSP) és eldrejelzett
(Jnet, Prof) masodlagos szerkezete. (B) Az ABL TKD harmadlagos szerkezeti abraja (a pirossal
jelolt részek hianyoznak a 7. exon deletalt izoformabol) szignifikans strukturalis €s funkcionalis
valtozasokat mutat. Az ATP ko6t hely megtartott, az aktivacios hurok hidnyzik és a kis molekulaju
inhibitor kot6 zseb is sériilt. (C) A 7. exon deletalt TKD felszin hidrofobicitasanak eldrejelzése a
CHASA szoftverrel. Szamos potencialis hatar latszik a szerkezeti al-régiok ko6zott (nyilakkal
jelolve), ahol a rovidiilés nem befolyasolna szignifikdnsan a szerkezeti integritast. A 7. exon delécio
okozta toréspont (fliggbleges vonallal jelolve) egy erésen hidrofob régid kdzepén helyezkedik el,
aminek kovetkeztében nagy hidrofob régid keriilhet felszinre a csonka fehérje harmadlagos

térszerkezetében.
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4.4 A JAK2 V617F mutécié vizsgalata BCR-ABL negativ MPN-ban

A JAK2 V617F mutécid vizsgalatat allél-specifikus PCR mddszerrel végeztiik (9. abra).

A JAK2 gén
intron 12. exon muticis  intron

—*—

— . . -
Feant Fspec R
364
Muticio specifikuw
PCR termék: 203 bp

203
bp

Kentroll PCR termélc: 364 bp

9. dbra A JAK2 gén V617F pontmutacio kimutatdsa allél specifikus PCR modszerrel. ,,A” panel: A
JAK?2 gén egy részletének sematikus szerkezete, és a PCR reakcidhoz hasznalt oligonukleotid
primerek elhelyezkedésének sematikus abrazolasa. Roviditések: Fcont: kontroll forward primer,
Fspec: mutécio specifikus forward primer, R: kdzos reverz primer, ,.B” panel: A bemutatott
primerek és genomidlis DNS mintak felhasznaldsaval a ,Moddszerek” fejezetben leirtak szerint
végzett amplifikacidos termékek gélelektroforetikus elemzésének képe. 1-5: V617F pozitiv
betegmintak, 6—7: V617F negativ betegmintak, dH20: negativ vizkontroll. A méret marker
poziciok bazisparban (bp) az abra bal oldalan, mig a specifikus termékek méretei az abra jobb

oldalan lathatok.

Az MPN-ban szenvedo teljes betegcsoportban a V617F mutacid dsszességében 75,9%-
ban fordult el6 (249/328). A teljes PV-betegcsoport esetében a mutacid eléfordulasi
gyakorisaga 87,4% (153/175), ET-ben 61,1% (77/126), MF-ben pedig 70,4% (19/27) volt.
A kiilonboz6 klinikai diagnozisa (PV, ET, MF) betegcsoportokban dsszehasonlitottuk a
JAK2 V617F pozitiv és negativ betegek kovetése soran észlelt klinikai adatokat (a nemek
aranya, ¢letkor a diagnodziskor, splenomegalia és a kiilonb6zd szovédmeények eléforduléasi
gyakorisaga), valamint a diagnozis felallitdsanak id6pontjaban ¢észlelt laboratoriumi

adatokat (Hb, WBC és PLT) (5. tablazat).
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A VG617F pozitiv MPN betegek kozott szignifikansan tobb né volt a V617F negativ
MPN betegekhez viszonyitva (57,4% [143/249] vs. 41,8% [33/79], p=0,019). Ez a
dominancia a PV és MF alcsoportokban is megfigyelhetd volt, de ET-ben nem (5. tablazat).
A VG617F pozitiv betegeknél az életkor diagndziskor szignifikdnsan magasabb volt a teljes
betegcsoportban (6012 vs. 52+16 év, p<0,0001), és a PV alcsoportban. A V617F pozitiv
betegek korében magasabb Hb értékeket figyeltiink meg diagndziskor, mint a V617F
negativ betegeknél (Hb: 165+32 vs. 139430 g/L, p<0,001. A kiilonbség szignifikans ET-
ben is, azonban PV-ben és MF-ban nem. A WBC ¢és PLT nem kiilonbozott diagnéziskor a
kiilonb6z6 alcsoportokban (PV, ET, MF) a mutécio pozitiv és negativ betegek kozott.
Trombotikus, illetve vérzéses szovodmények gyakrabban fordultak eld a V617F pozitiv
betegek kozott [p=0,039, 26,6% (64/241) vs. 15,2% (12/79)]. Az altalunk vizsgalt MPN
betegeknél myelofibrosisba, illetve akut leukémidba torténd transzformacié viszonylag
ritkan (15%, illetve 3%) fordult el6, és az alacsony gyakorisag nem kiilonb6zott a mutécio-

pozitiv, illetve negativ csoportok kozott (5. tablazat).
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5. tablazat MPN betegek klinikai és laboratoriumi jellemzoi a JAK2 V617F mutacio statusz szerint.

Polycythemia vera Essentialis Primer
thrombocythemia myelofibrosis
JAK2 V617F poz. neg. poz. neg. poz. neg.
statusz (n=153) (n=22) (n=77) (n=49) (n=19) (n=8)
Eletkor, év+SD" 60+12* 47+16* 59+14 54+16 65+12 58+12
Férfi/né 77/76* 20/2* 21/56 19/30 8/11* 7/1*
Hb (g/L+SD)"* 182+20 17416 | 144£21% | 130+14* | 107+33 | 94+35
WBC (10%/L+SD)" 12+8 20+5 1145 9+3 13£10 1245
PLT (10%L+SD)* | 504+241* | 270+145% | 917+397 | 1016+317 | 333+298 | 408+278
Splenomegélia® 68/147 7120 17/73 10/48 17/19 6/8
(46%) (35%) (23%) (21%) (89%) (75%)
Vends trombogis 25/149 0/22 10/75 6/49 1/17 0/8
(17%) (0%) (13%) (12%) (6%) (0%)
Artérids trombézis 14/149 1/22 5/75 4/49 0/17 0/8
(9%) (4%) (7%) (8%) (0%) (0%)
Verges 14/144 0/22 6/75 2/48 1/19 0/8
(10%) (0%) (8%) (4%) (5%) (0%)
Transzformacio 13/149 1/22 6/75 0/49 19/19 8/8
myelofibrozisba (9%) (4%) (8%) (0%) (100%) | (100%)
Transzformacio 6/145 0/22 1/75 0/49 2/18 217
akut leukémiaba (4%) (0%) (1%) (0%) (11%) (28%)

Jelmagyarazat: * p<0,05 a JAK2 V617F pozitiv és negativ csoportok kozott; * a diagnozis
idépontjaban észlelt klinikai és laboratoriumi adatok.

Roviditések: PV: polycytaemia vera; ET: essentialis thrombocythaemia; MF: kronikus idiopathias
myelofibrosis; Hb: hemoglobin koncentracio; WBC: fehérvérsejt szam; PLT: thrombocyta szam;
SD: standard deviaci6. A thrombotikus szovédmények kozé soroltuk: alsévégtagi mélyvénas
trombozis, 1épvéna trombozis, tranziens ischaemias attack, stroke, akut myocardialis infarktus. A

vérzéses szovodmények kozé soroltuk: gastrointestinalis vérzés, agyvérzés, vesevérzés, sulyos

veérzés mitéti illetve fogaszati beavatkozasok soran.
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4.4 A JAK?2 46/1 haplotipus vizsgalata BCR-ABL negativ MPN-ban és AML-ban

A JAK2 V617F mutacio kozelében elhelyezkedd 1rs12343867 polimorfizmust
valasztottuk a JAK2 46/1 haplotipus vizsgalataira. A JAK2 16kusz polimorfizmusainak
genotipizalasa a klondlis betegség altal érintett szovetben tévesen al-homozigdta eredményt
adhat a tumorszovetben lejatsz6dd szomatikus rekombinacid kovetkeztében kialakuld
uniparentalis diszomia (UPD) miatt. Mivel a betegek esetében nem allt rendelkezésiinkre a
klonalis betegség altal nem érintett szovetminta (csak periférias vér vagy csontvel6i minta),
a velesziiletett JAK2 46/1 haplotipus helyes meghatarozasanak érdekében a V617F pozitiv
betegeknél a JAK2 V617F mutacié pozitiv (617F) és a negativ (617V) alléleket kiilon
amplifikaltuk allél specifikus polimeraz lancreakcioval (10. abra). Ezért a JAK2 V617F
mutacid vizsgalatit minden esetben JAK2 rs12343867 genotipizalas eldtt elvégeztik. A
V617F-pozitiv MPN esetekben a 617F mutédns €s a 617V vad tipusu, azaz normal alléleket
eltérd allél specifikus primereket alkalmazva kiilon reakcidban sokszoroztuk fel (10. abra),
majd az amplifikacio utan olvadasi gorbe analizist végeztiink. UPD esetén a 617V
specifikus amplifikacioval az esetleg kisebb mennyiségben jelen levd 617F-negativ allél
kimutatasa 1s lehetséges volt. A JAK2 rs12343867 heterozigdta esetekben a 617F
specifikus amplifikacioval megallapithato volt, hogy a V617F mutacié melyik haplotipust
hordoz6 allélon keletkezett. A 46/1 haplotipus vizsgalatat 312 MPN ¢és 339 AML betegen,

valamint 331 egészséges kontrollon végeztiik el.
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A)
JAK2 V617F 1512343867
ia [ ) T
1. reakcio: [ 1L ]
JAK2-LCF JAK2 ANC JAK2-SENS JAK2-LCR
* 362 bp »
418 b
B) . ; %
JAK2 V617F 1512343867
1. reakcio :
| 11 | [ —
JAR2.617F-forw JAK2-ANC JAK2-SENS JAK2.LCR
2. reakcid :
 E— [ I ] da—
JAK2.617TV-forw JAK2- ANC JAK2-SENS JAK2-LCR
- 538 bp >

10. _abra A 46/1 haplotipussal kapcsoltan oroklodé JAK2 gén 14. intron rsi12343867
polimorfizmusanak kimutatdsa. A JAK2 V617F negativ A’ panel) ¢és a V617F pozitiv esetekben
(’B’ panel) alkalmazott primerek (sotét sziirke téglalapok nyilszerii végzodéssel) és hibridizacios
probék (vilagos sziirke téglalapok) elhelyezkedése a JAK2 génen a V617F mutacio és az rs1234867
rs1234867 polimorfizmus tavolsaga bazisparban (bp) van feltlintetve. Az >A’ panel primereit és
probait egy reakcioban hasznaltuk a JAK2 V617F negativ MPN ¢és AML, valamint a kontroll
mintak esetében. A ’B’ panelen a JAK2 V617F-pozitiv MPN mintdk esetében alkalmazott két
kiilon reakcioban lezajlo PCR &sszetétele latszik. Az 1. reakcidban a mutans allél-specifikus
forward primer (JAK2-617F-forw, csikozott nyilheggyel) csak a V617F mutacio pozitiv allélt, a 2.
reakcidban a vad tipusu allél-specifikus forward primer (JAK2-617V-forw) csak a V617F mutacio
altal nem érintett allélt sokszorozza fel. Mindkét reakcioban a PCR termék 538 bp hosszlisagi és a

hibridizacids oligonukleotidok segitségével az adott allél rs1234687 genotipusa meghatarozhato.
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251 V617F pozitiv MPN eset koziil 57, illetve 50 eset azonos TT vagy CC genotipust
mutatott mind a 617F, mind a 617V specifikus amplifikacioban, igy ezeknél a mintaknal
TT és CC velesziiletett genotipust allapitottunk meg. 144 CT genotipust esetnél a 617F ¢és
617V specifikus primerrel késziilt PCR termékek gorbéi eltértek egymastol (11. abra). A
617F specifikus amplifikdcio homozigoéta CC genotipust mutatott a heterozigdta esetek
85%-aban (122/144), mig TT genotipust az esetek 13%-aban (19/144) és CT genotipust az
esetek 2%-aban (3/144) (11. abra).

A 46/1 haplotipus hordoz6 gyakorisaga (dominans modell: rs1234867 C allél hordozok
[CC és CT genotipusok egyiitt] vs. nem-hordozok [TT genotipus]) emelkedett volt a teljes
MPN-csoportban (74,4+4,9%, p<0,0001, OR [95%CI]: 3,1 [2,3-4,4]), valamint minden
diagnozis szerint felallitott MPN-alcsoportban (PV, ET, PMF) a kontroll csoporthoz
viszonyitva (48,0+£5,5%) (6. tablazat). A 46/1 haplotipust hordozok aranya szignifikansan
magasabb volt V617F-pozitiv MPN-ben (77,3£5,3%), mint V617F-negativ . MPN-ben
(62,3£12,4%, p=0,022; OR: 2,06 [1,14-3,74]). A V617F-negativ MPN (ET és PMF)
csoport hordozo gyakorisaga szintén magasabb volt, mint a kontroll csoporté (p=0,0507,

OR [95%ClI]: 1,79 [1,02-3,13]).
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11. abra A 46/1 haplotipus (rs12343867 genotipus) vizsgadlata két kiilonbozé 617F és 617V allél
specifikus PCR-rel és olvaddsi gorbe analizissel. A 617F specifikus amplifikacio utan kapott
olvadasi gorbe szaggatott, a 617V specifikus amplifikacio utan kapott olvadasi gorbe folyamatos
vonallal jelolt. Az rs12343867 T allél 50,5°C-nal, a C allél 57,5°C-nal lathat6 az olvadési gorbén.
Mind a négy bemutatott minta CT genotipusu. A’ panel: JAK2 V617F negativ minta, 617F
specifikus amplifikacio nem észlelhetd. ’B-D’ panelek: Harom reprezentativ JAK2 V617F-pozitiv
minta. A V617F-pozitiv esetek tobbségében (85%-ban) a minta a B panelen bemutatott képet adta:
heterozigota genotipus a 617V-allél specifikus reakcidoban és izolalt ‘C’ allél jelenlét a 617F-
specifikus reakcioban. A mintak kisebb hdnyadaban (13%-ban) ellentétes mintazat figyelhet6 meg:
617F specifikus reakcioban izolalt ‘T’ allél jelenlét (C panel). A D’ panelen feltiintetett esetben a

V617F mutacio mind a C, mind a T alléleket egyarant érinti.
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6. tablazat A 46/1 haplotipussal kapcsoltan oroklodo rs12343867 polimorfizmus genotipizalasa a
kontroll és a beteg csoportokban. a 46/1 haplotipus C, a vad haplotipus T nukleotidot tartalmaz a

rs12343867 pozicidban.

n | TT/CT/CC ‘C’allél | Hordozé P* OR | (95%Cl)
Kontroll/Beteg csoport genotipusok | frekvencia + | gyakorisag
szama 95%CI (%) (%)
Kontroll 331 | 172/124/35 29,3+3,5 48,0+5,5 - - -
MPN (teljes) 312 | 80/178/54 45,8+4.0 74,4+4,9 | <0,0001 | 3,14 | (2,25-4,38)
+V617F pozitiv 251 | 57/144/50 48,6+4,5 77,3+5,3 | <0,0001 | 3,68 | (2,55-5,31)
MPN
+V617F negativ 61 23/34/4 34,4+8,6 | 02,3124 | 0,0507 | 1,79 | (1,02-3,13)
ET&PMF
oPV (V617F pozitiv¥) | 153 30/98/25 48,4+5.7 80,4+6,4 | <0,0001 | 4,44 | (2,82-6,98)
oET 131 | 42/69/20 41,6+6,1 67,9£8,2 | 0,0001 |2,29 | (1,50-3,51)
¢ V617F pozitiv ET | 78 22/38/18 474+8,0 | 71.,8£10,2 | 00001 |2,75 | (1,61-4,72)
#V617F negativ ET | 53 20/31/2 33,049,1 62,3+13,3 | 0,0751 | 1,79 | (0,98-3,24)
PMF 28 8/11/9 51,8+134 | 7L4£17.1 | 00188 | 2,70 | (1,16-6,32)
¢ V617F pozitiv 20 5/8/7 55,0157 | 75,0£19.4 | 00216 | 3,25 (1,15-9,14)
PMF
#V617F negativ 8 3/3/2 43,8+24.8 | 62,5434,2 | 00,4904 | 1,80 | (0,42-7,67)
PMF
AML (teljes)* 339 | 175/132/32 28,9+3,5 48,4+54 | 09385 | 1,01 (0,75-1,37)
*NK-AML 129 | 56/61/12/ 32,9+5,9 56,6+8,7 | 0,1193 | 1,41 | (0,94-2,12)
¢ NK-AML<55 év 20 36/44/10 35,6+7,1 60,0£10,3 | 0,0568 | 1,62 | (1,01-2,61)
¢ NK-AML<45¢év | 44 15/26/3 36,4+10,3 | 65,9+14,3 | 0,0361 | 2,09 | (1,08-4,05)
eNem-NK AML 188 | 109/64/15 25,0+4,5 42,0£7,2 | 0,2001 | 0,78 | (0,55-1,13)

# A 46/1 haplotipust nem-hordoz6 (TT genotipust) és hordozo (CT és CC genotipust) egyének
gyakorisaga az adott betegcsoportban 6sszevetve a kontroll csopot értékeivel (Fisher teszttel).

*A JAK2 V617F mutacié negativ PV eseteket (n=22), és a V617F pozitiv AML (n=4) eseteket
kizartuk a vizsgalatbol. A szignifikans p értékeket vastagitott karakterrel jeloltiik.

Roviditések: AF: a 46/1 haplotipussal kapcsoltan 6roklodo rs12343867 polimorfizmus ‘C’ allél
frekvenciaja, AML: akut myeloid leukémia, CI: konfidencia intervallum; ET: essentialis
thrombocythaemia; MPN: myeloproliferativ neoplasia, n: esetszam, NK-AML: normal karyotipusa

AML, OR: odds ratio (esélyhanyados); PMF: primer myelofibrosis; PV: polycythaemia vera.
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A kiilonboz6 46/1 genotipusti (homo-, heterozigodta ill. vad tipusu), PV-ben, ET-ben és
PMF-ben szenvedd betegek csoportjdban nem tért el a nemek eloszldsa, az életkor és a
kiilonboz6 laboratoriumi eredmények a diagnoziskor (Hb, WBC, PLT) vagy a vaszkularis
szovodmények és a leukémids transzformécid gyakorisaga. A vaszkularis szovodmények
kozil a vénds, az artérids és a vérzéses szovodmények eldéforduldsi gyakorisagat kiilon-
kiilon elemezve sem talaltunk kiilonbséget. Az egyetlen MPN szovOdmény, amelynek a
kialakulasi gyakorisagdban eltérés volt a kiilonb6z6 46/1 haplotipusu egyének kozott a
myelofibrosis volt. A primer vagy a szekunder myelofibrosis gyakorisdga az rs1234867 CC
homozigota egyének csoportjaban 32%, mig a nem CC homozigdta egyéneknél 12% volt
(p=0,001). A csak PV/ET-t kovetd myelofibrosis szintén gyakrabban fordult elé 46/1
homozigota egyéneknél, mint a nem homozigétaknal a V617F pozitiv PV és ET betegek
csoportjaban [18% (8/44 CC) vs. 5% (12/234 nem-CC), p=0,006].

Az AML csoport 46/1 haplotipus hordozd gyakorisaga (48,4+5,4%) nem tért el a
kontroll csoportétol. A V617F pozitiv AML (n=4) eseteket kizartuk a vizsgélatbol.
Megvizsgaltuk a 46/1 haplotipus gyakorisagat kiilonb6z6 AML alcsoportokban (karyotipus,
FLT3 ¢és NPM1 mutécid statusz szerint csoportositva), hogy teszteljiik a 46/1 haplotipus
lehetséges tarsulasat kiilonb6z6 mutaciés mechanizmusokkal. A betegek 19%-a (59/317) a
jO prognozisu Karyotipus csoportba [30 beteg a t(15;17), 16 beteg a t(8;21), 13 beteg pedig
az inv(16) kromoszéma eltérésre volt pozitiv], a betegek 54%-a (172/317) a kozepes
prognézisu (ezen beliil 129/172 normal karyotipusi AML), mig a betegek 27%-a (86/317)
a rossz prognozisu karyotipus csoportba tartozott. Eltér6 46/1 haplotipus hordozoi
gyakorisagot talaltunk a normal Karyotipusu (NK) AML betegcsoportban a koros
karyotipusu csoporthoz viszonyitva (56,6+£8,7% vs. 42,0+7,2%, p=0,012, OR [95%CI]:
1,80 [1,14-2,83]). A fiatalabb NK-AML betegeknél a 46/1 haplotipus hordozoéi gyakorisag
emelkedé tendenciat mutatott (NK-AML<55 év: 60,0+10,3%, NK-AML<45 ¢év
65,9+14,3%), mig a koros karyotipusi AML csoportban az ¢letkortol fiiggetleniil a kontroll
csoporthoz hasonld hordozo gyakorisdgot észleltiink (12. 4bra). A 46/1 haplotipust
hordoz6k arédnya fiatal ¢€letkorban magasabb volt, mint a kontroll csoport hordozo

gyakorisaga (NK-AML <45 év vs. kontroll p=0,0361, OR [95%CI]: 2,09 [1,08-4,05]). A
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46/1 haplotipus eloszlas nem tért el az FLT3 ITD, TKD és NPM1 pozitiv, illetve negativ
alcsoportokban sem a teljes AML, sem a NK-AML csoportban.

Dkontroll . AML % NK-AML . Nem-NK AML
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12. abra 46/1 haplotipus hordozé gyakorisag (és 95%-0s konfidencia intervallum) karyotipus és
életkor szerint bontott AML alcsoportokban. A szamitas soran a haplotipust hordozok (rs1234867
CT ¢és CC genotipusok egyiitt) és a nem-hordozok (TT) aranyat vetettiik 6ssze Fisher teszttel. Az
oszlopok alatt feltiintetett szamok az esetszamokat jelzik.

Roviditések: AML: akut myeloid leukémia, NK: normal karyotipus.
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4.5 A JAK?2 46/1 haplotipus prognosztikai szerepe AML-ben

A JAK2 46/1 haplotipus prognosztikai szerepe szerint is jellemzett 176 AML betegnél a
46/1 haplotipus gyakorisag 29,3+4,8% volt. A genotipus megoszlas nem tért el a Hardy-
Weinberg egyensulytol (HWE: p=0,7): TT genotipust 87 esetben (49,4%), CT genotipust
75 esetben (42,6%), mig CC genotipust 14 esetben (8,0%) azonositottunk. A statisztikai
vizsgalatoknal itt a dominans modellt alkalmaztuk, ahogy a teljes AML csoportban, vagyis
a C allélt hordoz6 egyéneket dsszevontuk (CT és CC genotipus) és igy hasonlitottuk Ossze
a nem hordozodkkal (TT genotipus).

Ezen 176 beteg klinikai jellemz6it a 7. tablazatban tiintettiik fel. Kor, nem és az AML
etiologiaja szerint a 46/1 hordozok és nem hordozok nem tértek el egymastol. FAB
szubtipus szerint csoportositva kevesebb 46/1 hordoz6 esetet talaltunk az M2 morfoldgiai
csoportban a nem hordozokhoz képest [5,6% (5/89 CT és CC) vs. 17,2% (15/87 TT),
p=0,018], mig az M4 csoportban (akut myelomonocitas leukémia) gyakoribb volt a 46/1
hordozé genotipus [28,1% (25/89 CT és CC) vs. 14,9% (13/87 TT), p=0,044]. Az FLT3
ITD és NPMI1 mutaciok megoszlasa nem tért el a 46/1 hordoz6 és nem hordoz6 csoport
kozott. Hasonld megoszlast figyeltiink meg normal karyotipusa AML-ben (NK-AML) is
(FAB M2: p=0,031, FAB M4: p=0,035, 8. tablazat).
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7. tablazat Az AML betegcsoport kezelés elotti, klinikai és molekularis jellemzoi JAK2 46/1

haplotipus szerint.

Paraméter Teljes AML (n=176)
Osszes genotipus 46/1 nem hordozé 46/1 hordozo p
n=176 (TT) (CT+CC)
n=87 n=89
n (%) n (%) n (%)

AML etiolégia
de novo 149 (84,7) 72 (82,8) 77 (86,5) 0,53
MDS-AML 19 (10,8) 10 (11,5) 9 (10,1) 0,81
t-AML 8 (4,5) 5 (5,7) 3 (3,4) 0,49

Eletkor
18 — 45 years 74 (42,0) 34 (39,1) 40 (44,9) 0,45
46 — 60 years 102 (58,0) 53 (60,9) 49 (55,1)

Nem
N6 99 (56,2) 46 (52,9) 53 (59,6) 0,45
Férfi 77 (44,8) 41 (47,1) 36 (40,4)

FAB
0 15 (8,5) 8 (9,2) 7 (7,9) 0,79
1 50 (24,8) 27 (31,0) 23 (25,8) 0,51
2 20 (11,4) 15 (17,2) 5 (5,6) 0,018
3 11 (6,3) 6 (6,9) 5 (5,6) 0,76
4 38 (21,6) 13 (14,9) 25 (28,1) 0,044
5 39 (22,2) 15 (17,2) 24 (27,0) 0,15
6 2 (1,1) 2 (2,3) 0 (0) 0,24
7 1 (0,6) 1 (1,1) 0 (0) 0,49

Prognosztikai

csoport

citogenetika

alapjan
Jo 25 (14,3) 14 (16,1) 11 (12,5) 0,52
Kozepes 102 (58,3) 45 (51,7) 57 (64,8) 0,09
Sulyos 48 (27,4) 28 (32,2) 20 (22,7) 0,18
Hianyzo adat 1 1

Mutaciok
FLT3 ITD+ 41 (23,8) 18 (21,2) 23 (26,4) 0,48
Hianyz6 adat 4 2 2
NPM1+ 41 (24,1) 18 (21,4) 23 (26,7) 0,48
Hianyz6 adat 6 3 3
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8. tablazat A NK-AML betegcsoport kezelés elotti, klinikai és molekularis jellemzéi JAK2 46/1

haplotipus szerint.

Paraméter NK-AML (n=81)
Osszes genotipus 46/1 nem hordozo6 46/1 hordozé p
n=81 (TT) (CT+CC)
n=34 n=47
n (%) n (%) n (%) n
AML etiologia
de novo 69 (85,2) 29 (85,3) 40 (85,1) 1,00
MDS-AML 7 (8,6) 2 (5,9) 5 (10,6) 0,69
t-AML 5 (6,2) 3 (8,8) 2 (4,3) 0,64
Eletkor
18 — 45 év 37 (45,7) 14 (41,2) 23 (48,9 | 0,730
46 — 60 év 44 (54,3) 20 (58,8) 24 (51,1)
Nem
N6 46 (56,8) 18 (52,9) 28 (59,6) 0,651
Férfi 35 (43,2) 16 (47.1) 19 (40,4)
FAB
0 3 (3,7 1 (2)9) 2 (4,3) 1,00
1 25 (30,9) 13 (38,2) 12 (25,5) 0,23
2 9 (11,1) 7 (20,6) 2 (4,3) 0,031
3 0 0) 0 0) 0 0)
4 20 (24,7) 4 (11,8) 16 (34,0) 0,035
5 24 (29,6) 9 (26,5) 15 (31,9 0,63
6 0 0) 0 0) 0 0)
7 0 0) 0 0) 0 0)
Mutaciok
FLT3 ITD+ 27 (34,1) 11 (32,4) 16 (35,6) 0,81
Hidnyzo6 adat 2 0 2
NPM1+ 34 (43,6) 14 (41,2) 20 (45,5) 0,82
Hidnyzo6 adat 3 0 3

A betegség kimenetelét 46/1 hordozoknél és nem hordozoknal a 9. és a 10. tablazatban
tintettiik fel. A teljes csoportban a 46/1 haplotipus hordozok és nem hordozok esetén
hasonldé volt a komplett remissziés rata (CR), mig NK-AML-ben tendencia volt
megfigyelhetd az alacsonyabb CR felé a 46/1 hordozok kozott [78,7% (37/47 CT és CC)
vs. 94,1% (32/34 TT) OR (95%Cl): 4,32 (0,88-21,22), p=0,064]. A relapszus arany hasonld
volt a 46/1 hordozok és nem hordozok kozott a teljes AML csoportban (9. tablazat) és NK-
AML-ben (10. tablazat) is. NK-AML-ben a fertézés okozta halal remisszioban vagy
aplaziaban szignifikdnsan gyakoribb volt a 46/1 hordozok kozott a nem hordozokhoz
képest [46,8% (22/47 CT és CC) vs. 23,5% (8/34 TT); OR (£95%Cl): 2,86 (1,08-7,61),
p=0,038].
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9. tablazat A betegség kimenetele a 46/1 haplotipus szerint a teljes AML betegcsoportban
karyotipusto! fiiggetleniil. Az Gsszehasonlitast a 46/1 hordozok (az rs12343867 SNP CT ¢és CC
genotipusa) és a 46/1 nem hordozok kozott (az rs12343867 SNP TT genotipusa) végeztiik.

Teljes AML
Osszes genotipus | 46/1 nem hordozé 46/1 hordozé p
n=176 (TT) (CT+CC)
n=87 n=89
n (%) n (%) n (%)

Komplett remisszio 126/176  (71,6) 63/87 (72,4) 63/89 (70,8) | 0,87
Korai halal 22/176 (12,5) 14/87 (16,1) 8/89 (9,0) 0,18
Rezisztencia 28/176 (15,9) 10/87 (11,5) 18/89 (20,2) | 0,15
Relapszus 61/126 (48,4) 30/63 (47,6) 31/63 (49,2) 1,00
El 51/176 (29,0) 27/87 (31,0) 24/89 (27,00 | 0,62
Halal oka: fertozés™ 71/176 (40,3) 32/87 (36,8) 39/89 (43,8) | 0,36
Halal oka: egyéb™* 54/176 (30,7) 28/87 (32,2) 26/89 (29,2) | 0,74

10. tablazat 4 betegség kimenetele a 46/1 haplotipus szerint a citogenetikailag normal AML (NK-
AML) betegcsoportban. Az Gsszehasonlitast a 46/1 hordozok (az rs12343867 SNP CT és CC
genotipusa) és 46/1 nem hordozok kozott (az rs12343867 SNP TT genotipusa) végeztiik.

NK-AML
Osszes genotipus | 46/1 nem hordozé 46/1 hordozé p
n=81 (TT) (CT+CCQ)
n=34 n=47
n (%) n (%) n (%)
Komplett remisszio 69/81 (85,2) 32/34 (94,1) 37147 (78,7) | 0,064
Korai halal 4/81 (4,9 1/34 (2,9 3/47 (6,4) 0,64
Rezisztencia 8/81 (9,9 1/34 (2,9 7147 (14,9 | 0,13
Relapszus 36/69 (52,2) 15/32 (46,9) 21/37 (56,8) | 0,47
El 26/81 (32,1) 15/34 (44,1) 11/47 (23,4) | 0,058
Halal oka: fert6zés* 30/81 (37,0 8/34 (23,5) 22/47 (46,8) | 0,038
Halal oka: egyéb™* 25/81 (30,9) 11/34 (32,4) 14/47 (29,8) | 0,81
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A teljes AML csoportban univariancia analizissel a fiatalabb életkor (<45 év), illetve a
kozepes és a jo prognozisu Karyotipus szignifikansan hosszabb tuléléssel tarsult (DFS és
0S); viszont a nem, az FLT3 ITD és az NPM1 mutaciok fliggetlen tényezoként nem
befolyasoltak a tulélést. Mivel az FLT3 ITD ¢és a NPM1 mutaciok gyakran tarsulnak és a
prognozist ellentétesen befolyasoljak (az FLT3 ITD rossz, mig az NPM1 jé prognozisu)
[74], megvizsgaltuk a két mutacid6 kombinalt hatasat is a tulélésre. Az NPM1 mutacio
pozitivitdas FLT3 ITD nélkiil (NPM1P®-FLT3"™: alacsony kockézati csoport) hosszabb
DFS-el tarsult a tobbi kombinacidhoz képest (NPM1™9-FLT3™, NPM1P®-FLT3P,
NPM1"9-FLT3P® egyiitt: magas kockazatl csoport). A 46/1 haplotipus nem befolyésolta a
talélést a teljes AML csoportban. Unvariancia anlizissel az NK-AML csoportban
szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg a talélésben (DFS és OS), ha a 46/1 haplotipus és
az NPM1-FLT3 kombinalt mutaci6 statusz kockazatat elemeztiik. A 46/1 hordozok kozott
szignifikansan révidebb volt a DFS és az OS a normal karyotipust csoportban (DFS:
p=0,028; OS: p=0,027), viszont a nem normal karyotipust csoportban nem volt kiilonbség
(DFS: p=0,53; OS: p=0,30). Multivariancia analizissel a 46/1 haplotipus rovidebb talélést
eredményezett az életkortol és az NPM1-FLT3 kombinalt mutaci6 statusztol fiiggetleniil
NK-AML-ben (DFS: p=0,024; OS: p=0,024) (13. abra).
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13. abra Osszesitett tilélés a citogenetikailag normal AML (NK-AML) csoportban a 46/1

haplotipus hordozok és nem hordozok esetén.

Az NPM1 és az FLT3 ITD mutaciokra negativ NK-AML betegcsoportban a 46/1
hordozoknal rovidebb talélést figyeltink meg a nem hordozokhoz képest (DFS: p=0,022;
OS: p=0,015), azonban az NPM1 vagy az FLT3 ITD pozitiv csoportokban nem talaltunk
ilyen kiilonbséget. A terapids lehetdségek nem kiilonboztek a 46/1 hordozok és a nem

hordozok kozott sem a teljes, sem pedig a NK-AML csoportban, igy valoszinlileg nem a

terapia variabilitasa felelds a talélésbeli kiillonbségekért.

57




DOI:10.14753/SE.2012.1735

5. Megbeszélés

5.1 Myeloproliferativ neoplaziak

Munkank soran kiilonb6z6 szerzett és orokletes genetikai tényezd szerepét vizsgaltuk
egyes hematologiai betegségekben. Kronikus myeloid leukémidban a két f6 tirozin kinaz
inhibitor rezisztencia mechanizmus, a BCR-ABL TKD mutaciok és az addicionalis
kromoszoma eltérések (ACA) gyakorisagat és prognosztikai szerepét hataroztuk meg.
Ismereteink szerint ilyen tipusu szisztematikus vizsgalat ezt megel6z6en még nem tortént.
A BCR-ABL TKD mutéci6 gyakorisaga imatinib rezisztens betegekben 12% ¢és 63% kozott
valtozott korabbi vizsgalatokban [22, 75-81]. Ezt a széles tartomanyt azzal magyarazhatjuk,
hogy a kiillonbozd vizsgalatokban a betegek eltérd ardnyban voltak a betegség
elérehaladottabb fazisaiban. Mi viszonylag alacsony (36%) mutacié gyakorisagot talaltunk,
valosziniileg a kronikus fazisu betegek nagyobb aranya miatt az akceleralt ¢s blasztos
fazisban 1évo, illetve az ALL-es betegekhez képest (62%, 20%, 10%, 8% sorrendben). Az
irodalmi adatok szerint a BCR-ABL TKD mutaci6 gyakorisaga 13-42% volt CP-ben, 52-
83% AP-ben és 67-83% BP-ben. Emelkedett mutacidé gyakorisagot talaltak késéi CP-ben
(31-42%) a korai CP-hez képest (13-25%) [22, 24, 82-84]. A betegség fazisa szerint
csoportositva a betegeket, mi is hasonl6 TKD mutacié gyakorisagot talaltunk. A betegek
nagyobb részénél alakult ki mutacid, ha az imatinib kezelést eldrehaladottabb fazisban
kezdték, azokhoz képest, akiknél kronikus fazisban indult a terapia (korai CP vs. késéi CP
és AP egyiitt vs. BP: p=0,026). Hasonldan az irodalmi adatokhoz [22, 23, 77, 79], a mi
anyagunkban a kovetkezok voltak a leggyakoribb mutaciok: M244V, E255V, T315l,
M351T ¢s F3591/V; a leggyakoribb ACA-k pedig a +8, a +Ph, és az i(17q) voltak. Elséként
vizsgéltuk a BCR-ABL TKD mutacido és ACA jelenléte kozotti Osszefiiggést. Mivel a
mutacio ¢és az ACA random modon tarsultak egymassal (nem talaltunk asszocidciot), arra
kovetkeztettiink, hogy két kiilonbozé rezisztencia mechanizmust képviselnek.

Megerdsitettiik, hogy az Osszesitett tilélést a TKD mutéci6 jelenléte vagy hidnya nem
befolyasolja imatinibbel kezelt betegek esetén, és ez sszhangban van azzal a ténnyel, hogy

a rezisztencia TKD mutacié hianyaban is kialakulhat [22]. Masrészr6l viszont azoknal a
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betegeknél, akiknél volt ACA, az Osszesitett és eseménymentes tulélés (OS és EFS)
szignifikdnsan rovidebbnek bizonyult, mint azoknal, akiknél nem talaltunk ACA-t.
Kimutattak, hogy a klonalis evolucié a betegség progresszidjat jelzi [23] és Osszefiigg a
betegség fazisaval [77]. Mi azt talaltuk, hogy imatinib rezisztens betegeknél az OS rosszabb
BP esetén, mint AP-ben és CP-ben (p<0,001), ami arra utal, hogy az ACA kedvezdtlen
prognosztikai faktor.

A nilotinib és a dasatinib in vitro aktivitassal rendelkezik az imatinib rezisztens TKD
mutansokkal szemben, a T315I kivételével [85]. In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a
nilotinib koncentraciotol fiiggden foleg a T3151, az L248V, a P-loop mutaciok, az F359C,
az L384M ¢s az L387F mutans klonok jelennek meg, dasatinibnél pedig L248, Q252, 255,
V299, T315, és F317 variansokat hordozé mutans klonokat talaltak. Nilotinib kezelés soran
az Y253H, az E255K/V, az F359C/V, mig dasatinib alatt a V299L ¢és a F317L/V/I/C
mutaciok tarsultak alacsonyabb valasz-arannyal és magasabb progresszio arannyal [75, 79,
81]. Ahogy az in vitro és in vivo vizsgalatok alapjan varhat6 volt, mi is kevesebb féle
mutéciot talaltunk masodik generacidos TKI kezelés sordn, mint imatinib terdpia alatt.
Nilotinib rezisztens betegeknél Y253H, T3151, és F359V/I mutaciok jelentek meg, illetve
perzisztaltak. Az F3591 mutdciot a korabbi in vitro és in vivo vizsgalatokban nem
azonositottak nilotinib rezisztenciaban, csak az F359V és F359C aminosav cseréket.

Az ACA gyakorisdga nem kiilonbozott szignifikansan a kiilonb6z6 TKI kezelések
soran. Dasatinib rezisztens betegekben T315I, E279K, és L248M mutacio jelent meg, vagy
perzisztalt, ugyanakkor a dasatinib klinikailag hatékony volt az M244V, Y253H és F359V
mutaciokkal szemben. A mutacié gyakorisdg magasabb volt nilotinib kezelés alatt, azonban
a T3151 mutéci6 szignifikansan tobbszor jelent meg dasatinib terapia soran (2. tablazat). Ez
megegyezik Soverini €s mtsai megfigyelésével [86], miszerint a T3151 a dasatinib
rezisztens betegeknél egy ugynevezett mutacios “hotspot” lehet.

Korabban a masodik generacios TKI-val kezelt betegek terapias valaszénak és a
betegség hosszutdvi kimenetelének eldrejelzéséhez azokat a BCR-ABL mutéacidkat
vizsgaltak [75, 76, 79], amelyek imatinib kezelés soran jelentek meg, vagyis a masodik
generaciés TKI kezdetekor mar detektalhatoak voltak. Ezek a vizsgélatok nem vették

figyelembe, hogy az adott mutacio hogyan reagal a masodik generaciés TKI kezelésre. A
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fenti megkozelitésekkel ellentétben, mi azokra a mutaciokra koncentraltunk, amelyek a
masodik generaciés TKI terapia soran voltak jelen (megjelentek, vagy perzisztaltak).
Ezeknek a mutéacioknak ¢és az ACA-knak a jelenléte rossz prognosztikai faktornak
bizonyult. Korabban azt talaltak [25], hogy a TKD mutaciok jelenléte a masodik generacios
TKI kezelésnél sem befolyasolja a tulélést, de ott a T3151 gyakorisaga a mi
vizsgalatunkhoz képest alacsonyabb volt, ami magyardzhatja a betegcsoportok kiilonboz6
talélési eredényeit. Megerdsitettiik, hogy a tovabbi kromoszoma eltérések rontjak mind az
OS-t, mind az EFS-t.

A BCR-ABL TKD mutacidokon ¢és a klonalis evolucion kiviil a kozelmultban egy
ujabb, a BCR-ABL-t ¢érintd feltételezett rezisztencia mechanizmus keriilt a figyelem
kozéppontjaba. Imatinib rezisztens CML betegekben tobb esetben taldltak BCR-ABL
alternativ mRNS érést (splicing), amit pusztan ennek alapjan hoztak Osszefliggésbe a
rezisztenciaval. [29, 33, 87]. Mivel egyes csoportok kimutattak az ABL INS35-t és a
Aexon7-t normal ¢cDNS mintakban [88, 89], az Osszefiiggés a splice variansok és az
imatinib-rezisztencia kozott vitatotta valt. Egy ijabb vizsgalat megerdsitette, hogy a BCR-
ABL"**"7 varians gyakori imatinibbel kezelt betegekben, és nincs dsszefliggés a varians
jelenléte és a rezisztencia kialakulasa kozott [38]. Tobb csoport is detektalt Aexon7-t direkt
szekvenalassal a BCR-ABL TKD mutacié analizis soran imatinib rezisztens CML
betegekben, 2-34%-os gyakorisaggal [37, 38, 87, 88, 90]. A mi szekvenalassal kapott
eredményiink (17%) egyezik a korabbi irodalmi adatokkal.

Irodalmi adatok szerint a szekvenalasnal érzékenyebb modszerekkel a BCR-ABLA®"
nagyobb gyakorisaggal detektalhatdo (54% HRM-mel, 67% fragmens analizissel és 24%
Scorpions-based allél specifikus PCR-rel az ABL-en, normal cDNS mintakon) [38, 88]. Mi
fragmens analizissel és allél-specifikus PCR-rel az imatinib naiv vagy rezisztens CML
betegek tobb, mint 70%-4nal talaltunk BCR-ABL“®*°"_t. Diagnoziskor és rezisztenciakor
gyakoribb volt a BCR-ABL"**"", mint a terapias valasz idépontjaban. A diagnézisos és
rezisztens mintdk kozott viszont nem volt kiilonbség a BCR-ABL*®" gyakorisagat
illetden, amibdl arra kovetkeztethetlink, hogy a Aexon7 jelenléte és a rezisztencia kozott
nincs 0sszefiiggés. A terdpias valasz idépontjaban mért szignifikdnsan alacsonyabb BCR-

ABL" gyakorisagot pedig az alacsony BCR-ABL képiaszamokkal magyarazhatjuk,
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vagyis ahol nem talaltunk Aexon7-t, ott a BCR-ABL is alacsonyabb szinten
expresszalodott. Valosziniileg tehat ennek az dsszefiiggésnek koszonheté a BCR-ABL "
emelkedett gyakorisidga rezisztens betegekben [87, 88]. A BCR-ABL-Ilel ellentétben, az
ABL**" kimutatasakor hasonlé gyakorisagot figyeltiink meg érzékeny moédszerekkel a
terapia kiilonb6zo idépontjaiban CML betegeknél, valamint az egészséges kontrolloknal.
Tovabba, a BCR-ABL**™ gyakorisaga hasonlo volt az ABL*®*°" gyakorisagahoz

diagnoziskor és rezisztenciakor, vagyis a Aexon7 valoszintileg egy gyakori splice varians,
ami fliggetlen a BCR-ABL transzlokaciotol.

A Aexon7 mennyiségi meghatarozasahoz, vagyis az ABL***"/ABL arany méréséhez
kétféle modszert hasonlitottunk 0Ossze: alap ¢és nested PCR-t, mindkettot kétféle
detektalassal, Q-PCR-rel és fragmens analizissel. A variacios koefficiens (szoéras/atlag) a
nested PCR esetén magasabb volt, mint alap PCR esetén mindkét detektaldsi modszerrel
(96% vs. 30% fragmens analizissel és 110% vs. 72% Q-PCR-rel), vagyis a nested PCR
valdsziniileg nem megfelel6 modszer mennyiségi meghatarozasra sem Q-PCR-rel, sem
pedig fragmens analizissel. Egy korabbi vizsgalatban [38] fragmens analizist hasznaltak
nested PCR-t kovetéen a BCR-ABL “**"" mennyiségi meghatarozasara, de alap Q-PCR-t
az ABL"*"" esetében. Ennek oka az volt, hogy Q-PCR-nél SYBRGreen jelolési technikat
alkalmaztak, és mivel ez a festtk minden duplaszala DNS-hez kotddik a DNS
reakcioban képzddott PCR termék zavarta volna a kvantitalast. Azt talaltdk, hogy a
fragmens analizissel mért BCR-ABL***""/BCR-ABL arany 20-szor magasabb, mint a Q-
PCR-rel mért ABL**""/ABL arany, de ezt a megfigyelésiiket nem magyaraztak meg [38].
A kétféle modszer Gsszehasonlitasakor mi is hasonld eredményre jutottunk. A fragmens
analizissel mért ABL2<"7/ABL arany nalunk is 15-100-szor magasabb volt, mint a Q-
PCR-rel mért ardny, attol fiiggetleniil, hogy alap vagy nested PCR technikat alkalmaztunk.
Feltételezziik, hogy a 7. exon delécios és nem deléciés ABL amplifikdcioja ugyanazon
fragmens analiziskor. Q-PCR esetén ez az amplifikéacios eltérés nem torténik meg, mivel ott

allél-specifikus primert hasznalunk, amely az ABL 6. és 8. exonok hatérara tapad, kiilon
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amplifikalva a delécios és a nem delécios ABL-t. Ugy gondoljuk, hogy a Aexon7-t 20%-nal
nagyobb mennyiségben vald detektalasa (pl. szekvenalassal) csupan egy technikai
probléma miatt lehetséges, amit a preferenciadlis amplifikdcid okoz. Mindezek alapjan
minden olyan modszer, ahol a delécios €s a nem deléciés ABL-t ugyanazon reakcioban
amplifikaljuk (szekvenalas, fragmens analizis) alkalmatlan a mennyiségi meghatarozasra.
Az ABL"**"" valés mennyisége inkabb a Q-PCR moédszerrel mért értékhez lehet kozelebb
(0.1-0.3% a mi mérésiink szerint, 1% Gaillard és mtsai eredményei szerint [38]). Ennél
nagyobb mennyiségli splice varidns valdszinlileg lebomlik a nonsense mediated decay
(NMD) mechanizmus soran in vivo, amely a transzlaci6 elsd korében a citoplazmaban
mikodé un. ellendrzé (surveillance) mechanizmus gerincesekben [91]. A normal mRNS
transzlacio elsé korében a riboszoma az mRNS-hez kotédik és megkezdi az aminosav lanc
hosszabbitasat. Folytatja ezt addig, amig el nem ér egy exon junction komplexhez (EJC),
ekkor azt eltdvolitja. A transzlacio akkor van kész, ha a riboszéma stop kodonhoz ér. NMD
soran az mRNS korai stop kodont tartalmaz egy nonsense mutacié kovetkeztében, és ha ez
a kodon az EJC el6tt van, akkor megkezdddik az mRNS lebontasa és nem képzbdik fehérje
[92]. Mivel az ABL gén 11 exonbdl all, az érett MRNS 10 exon junction complexet (EJC)
tartalmaz. A Aexon7 olvasasi keret eltolodast okoz, aminek kovetkeztében korai stop kodon
(premature termination codon, PTC) jon létre a 8. exonban. A korai stop kodon utan 3 EJC
marad az mRNS-en, ami kivaltja az mRNS lebontasat a NMD mechanizmus altal. A
szarmaz6 fehérjék korlatozott proteolizisen mennek keresztil és az MHC 1 ttvonal
szubsztratjaiva valnak [93].

Mivel kevés informacid all rendelkezésre a minor izoformak altal koédolt fehérjék
1étezésérdl, szamos cikkben bioinformatikai eszkdzok segitségével josoljak meg ezen
izoformak ¢életképességét [69, 94]. Ezzel a megkozelitéssel azt talaltuk, hogy azontil, hogy
a Aexon7 minor izoforma transzlacios hatékonysaga erdsen csokkent, az ebbdl képzddott
fehérje nem mitkodoképes és nem életképes. Az ABL TKD-nek legaldbb két funkcionélis
része van, az N-termindalis ATP-koto hely (amely szadmos B-red6bdl all) és az aktivacios
hurok [73]. Mig az ATP-koté régio érintetlen a Aexon7-t tartalmazo izoformaban, az

aktivacios hurok teljesen hianyzik (8B abra), ami szignifikans szerkezeti valtozast okoz és a
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kindz domén igy nem miikodéképes. Szamos aminosav vesz részt az ABL TKD-en a kis
molekuldji inhibitorok kotésében [95], amelyek koziil 3 kulcsfontossagi aminosav
(Ala380-Phe382) hianyzik a Aexon7 izoformanal. Mivel az inhibitor k6t6 zseb sériilt, a kis
molekuldk kotédésének nagyon kicsi az esélye. Tovabba, az alternativ splicing nem csak a
TKD funkciondlis részeit roncsolja, hanem az egész TKD szerkezeti egységére is hatassal
van. Azt figyeltik meg (8C abra), hogy a domén kozepén 1évd toréspont egy erdsen
hidrofob régiot érint, ami azt jelenti, hogy a csonka TKD miatt ez az erésen hidrofob régio
keriilhet a BCR-ABL felszinére. Ilyen magas felszini hidrofobicitas pedig az abnormalis
harmadlagos szerkezetli (korosan feltekeredett) fehérjék jellemzdje, ezért ugy gondoljuk,
hogy a csonka TKD a Aexon7 izoforman beinditja az unfolded protein response (UPR)
mechanizmust és a fehérje lebomlik a proteoszoma utvonalon. Ez azt jelenti, hogy ha az
Aexon7 izoformat kodol6 mRNS mégsem bomlana le az NMD kovetkeztében, akkor a
fehérje mindéség ellenérz6 mechanizmusok, elsdsorban az UPR, tavolithatja el, mint egy
abnormalis harmadlagos szerkezetii csonkolt fehérjét [96, 97]. Ha ezt a mindségellendrzo
rendszert is kikeriilné a splice varians altal kodolt csonkolt fehérje, és kikeriilne a
citoplazmaba, a feljebb bemutatott alapvetd szerkezeti hianyossagok miatt az nem lenne
miikddoképes.

BCR-ABL negativ MPN-ben a szerzett JAK2 V617F mutacio jelenlétét és szerepét
vizsgaltuk. A JAK2 V617F mutacio eléfordulasi gyakorisaga 75,9% (249/328) volt az
MPN csoportban: 87,4% (153/175) a PV-s betegek kozott, 61,1% (77/126) ET-ben és
70,4% (19/27) a PMF betegek esetén, mely értékek megyegyeznek az irodalomban kozolt
adatokkal [5-8, 58, 59]. A V617F pozitiv MPN csoportban a nemek egyenstlya a nék
iranyaba tolodott a V617F negativ csoporthoz képest (p=0,019). Levine és mtsai. [8]
szintén ndéi predominanciat irtak le a V617F pozitiv PV betegek korében. Egy svéd
vizsgalatban [98], a PV el6fordulasi gyakorisaga nem tért el szignifikanasan a férfiak és
ndk kozott (2.69/10° férfi vs. 3.12/10° nd), mig az ET gyakrabban fordult elé ndknél
(0.96/10° férfi vs. 2.35/10° nd), bar a kiilonbség csak 70 év felett szignifikans.

Korabbi vizsgalatok eredményeihez hasonléan [8, 99, 100] mi is azt talaltuk, hogy a
JAK2 V617F mutacio hordoz6 betegek idésebbek voltak (p<0,001), és magasabb volt a Hb

szintjik (p<0,001). A vaszkularis szovédmények (trombotikus illetve vérzéses)
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gyakoribbak voltak a V617F mutacié hordozo betegeknél [p=0,039, 26,6% (64/241) vs.
152% (12/79)]. Cheung és mtsai. [101] szintén magasabb aranyban talaltak vénas
szovodményt a V617F pozitiv ET betegeknél. Eredményeink megerdsitették a korabbi
megfigyeléseket, miszerint a V617F pozitiv ET-nek és PV-nek hasonloak a klinikai
jellemz6i (emelkedett hemoglobin) [99, 101].

A szerzett genetikai eltéréseken kiviil 6rokletes tényezok is befolyasolhatjdk az MPN
kialakulasat. Az orokletes genetikai hattér nem csak a betegség kialakuldsanak
valosziniiségét befolyasolhatja, hanem egyes polimorfizmusok a betegség kimenetelének
elérejelzésében is fontos szerepet jatszhatnak. Eddig foleg a gydgyszer metabolizmusban
illetve a DNS repair-ben részt vevo genetikai variansokat tartottak a betegség kimenetele
szempontjabol meghatarozonak [74, 102, 103], a hematopoietikus szignal-transzdukcios
utvonalban résztvevé SNP-ket ritkabban vizsgaltak [104, 105].

Tanulmanyunkban meghatdroztuk a 2009 é&prilisaban leirt JAK2 46/1 haplotipus
frekvenciajat a hazai MPN és AML betegcsoportokban, valamint vizsgaltuk a betegség
kimenetelében vald szerepét AML esetén. A haplotipus vizsgalatara az rs12343867 SNP-t
valasztottuk, mivel a 46/1 haplotipussal kapcsoltan 6roklédik és a JAK2 V617F mutécio
kozelében (attol 418 bazispar tavolsagra) talalhato [47]. A JAK2 16kusz esetében ismert,
hogy MPN-ben az érintett hematopoietikus klonban mitotikus rekombinacio jatszodhat le
az anyai és az apai kromoszomak kozott, amely az altalunk vizsgalt régiot érintve a V617F
mutacio és a kozelben talalhato SNP-k uniparentalis diszomiajahoz (UPD) vezethet. Ez a
folyamat genotipus szinten a heterozigotasag elvesztését és al-homozigota genotipust
eredményez [47]. Mivel nem tumoros szovet (pl. szajnyalkahartya kaparék, fibroblaszt
vagy szeparalt nem-myeloid sejt) nem allt rendelkezésiinkre az MPN csoportban, egy
alternativ megkdzelitéssel (a JAK2 allélek 617F és 617V specifikus amplifikacigjaval)
mutattuk ki a velesziiletett 46/1 haplotipust, azaz az rs12343867 genotipust periférids
vérbdl vagy csontveldbdl, amely klondlis és egészséges sejtek ismeretlen aranyu keverékét
tartalmazza. A 617V specifikus amplifikacié (10. abra) V617F pozitiv esetekben is
lehetévé tette a nem klondlis sejtek genotipizalasat. A 617F specifikus amplifikacioval
kimutattuk, hogy a V617F mutaciéo melyik haplotipuson alakult ki. A korabbi irodalmi
adatoknak megfeleléen [47-49], a 46/1 heterozigdta egyéneknél végzett genotipizalasi
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eredményeink azt tiikrozik, hogy a V617F mutacid a statisztikailag varhaté 50%-os esély
helyett preferencialisan (az esetek 85%-aban) a 46/1 haplotipust hordoz6 allélon keletkezik,
valamint ritkan (az esetek 2%-aban) egymastdl fiiggetleniil egy beteg mindkét alléljan is
kialakulhat. Médszeriink egyik hidnyossaga, hogy a JAK2 V617F negativ (14. exon), de a
JAK2 12. exon muticid szempontjabol pozitiv esetekben szintén kialakulhat 9pUPD.
V617F negativ PV betegek esetében a JAK2 12. exon mutacidok gyakorisaga elérheti a
90%-ot, ha kimutatasuk eritroid koloniakbol térténik [106], azonban periférias vérbdl vagy
csontvel6bol csak az esetek 10-30%-aban mutathatoak ki [107, 108]. A 46/1 haplotipust
hordozo6 egyéneknél nemcsak a JAK2 V617F, hanem a JAK2 12. exon pontmutéaciok vagy
deléciok kialakulasi valosziniisége is emelkedett [49]. Mindezen megfontolasbol, valamint
mivel a JAK2 V617F negativ PV esetében nehéz a klonalitas igazolasa, a JAK2 V617F
negativ PV eseteket kizartuk a vizsgalatbol.

A hazai kontroll csoport 46/1 haplotipus gyakorisaga, azaz a rs1234867 C allél
frekvencidja (AF+95%CI: 27,5+3,8%), valamint hordoz6 gyakorisaga (48,0+£5,5%) az
irodalmi adatoknak megfeleld tartomanyba esett. Eredményeink megerdsitették, hogy a
46/1 haplotipus (rs12343867 polimorfizmus C allél) hordozoknal fokozott a hajlam a JAK2
V617F pozitiv MPN, PV, ET, PMF kialakulasara (6. tablazat). A 46/1 haplotipus szerepe,
mint a V617F negativ MPN-re hajlamosito faktor az irodalomban kezdetben vitatott volt. A
harom, 46/1 haplotipust egymastdl fiiggetleniil leir6 tanulmany koziil, Olcaydu €és mtsai.
[49] nem talaltak Osszefliggést a 46/1 haplotipus és a V617F negativ MPN kozott,
Kilpivaara és mtsai. [48] emelkedett 46/1 haplotipus frekvenciat talaltak, mig a harmadik
tanulmany [47] szerzdi pozitiv asszocidciot irtak le az angol V617F negativ ET/PMF
betegek csoportjaban, amely megfigyelést nem tudtak megismételni egy fiiggetlen gorog
MPN és kontroll csoporton. Tefferi és mtsai [51], valamint Pardanani és mtsai [50]
emelkedett 46/1 haplotipus frekvenciat talaltak V617F negativ PMF-ben és ET-ben.
Egyezbden ez utdbbi kozlésekkel, mi is emelkedett C allél hordoz6 gyakorisagot talaltunk
V617F negativ MPN eseteinknél (ET és PMF) a kontroll csoporthoz viszonyitva (p=0,05,
OR [95%CI]: 1,79 [1,02-3,13]). Eredményeink szerint a 46/1 haplotipus V617F negativ
MPN kialakulasara is hajlamosithat, mint azt a kés6bb megjelent tanulmanyok is sugalltdk

[109, 110].
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Mivel a 46/1 haplotipus JAK2 V617F mutaci6 kialakuldsara hajlamosit, ezért
megvizsgaltuk az MPN klinikai képének jellemzdit kiilonbozdé 46/1 genotipust MPN
betegcsoportokban. Azonban a 46/1 haplotipus 6nmagaban (a V617F mutaciotol
fliggetleniil) nem befolyasolta az életkort, a nemek eloszlasat, a diagnoziskor észlelt
laboratériumi paramétereket (Hb, WBC, PLT) vagy a vaszkularis szovodmények (vénas
vagy artérias trombozis, vérzés) gyakorisagat mas tanulmanyokhoz hasonléan [50, 51]. A
primer ¢és a szekunder myelofibrosis kialakulasat szignifikdinsan magasabbnak talaltuk a
46/1 homozigota egyének csoportjaban (32% CC homozigéta [17/53 CC genotipus]) vs.
12% nem CC homozigota MPN [32/275 TT és TC-genotipus], p<0,001). A megfigyelés
jellemz6 volt poszt-PV myelofibrosisra is (21% myelofibrosis CC genotipust vs. 6% TT és
TC genotipust betegeknél, p<0,001). Hasonld tendencia volt megfigyelhetd ET-t kdvetd
myelofibrosis esetében is (15% vs. 4%, p=0,075], amely valosziniileg az alacsony esetszam
miatt nem szignifikans. Feltételezéseink szerint, a 46/1 haplotipust homozigéta formaban
hordoz6 klonalis sejtek fogékonyabbak a JAK2 gént tartalmazd régid szomatikus
rekombindcidjara €és az uniparentdlis diszomia (UPD) kialakuldsara, mint a 46/1
szakaszon tokéletes egyezés all fenn a két sziiléi kromoszoma kozott. Az UPD
kialakulasakor a JAK2 V617F mutacié homozigota formdja jon létre, amely szelekcios
eldnyt biztosithat az érintett klonnak. Homozigéta V617F jelenlétében né a mutans allél
ardnya és a korkép gyakrabban progredial szekunder myelofibrosisba. Erdekes médon,
hasonld tendencia volt megfigyelheté a JAK2 V617F negativ ET és PMF betegek
csoportjaban is [50% (2/4 CC) vs. 12% (7/57 nem-CC)], de ebbdl a megfigyelésbdl az

alacsony esetszam miatt nem lehetett kovetkeztetést levonni.

5.2 Akut myeloid leukémia

A leukémids transzformacio szintén az MPN ismert szovédményei kézé tartozik. Bar a
kiilonb6zé 46/1 haplotipusu betegek csoportjdban nem talaltunk eltérést a leukémids

transzformaci6 gyakorisagaban, mégis megvizsgaltuk a 46/1 haplotipus eldfordulési

gyakorisagat akut myeloid leukémidban. A betegek bevalasztasanal a korabbi MPN az
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anamnézisban és/vagy a V617F mutacio jelenléte kizard kritériumként szerepelt, nehogy az
MPN-bdl transzformalddott esetek jelenléte miatt tolddjon el a 46/1 haplotipus gyakorisaga
az AML csoportban. Mivel a haplotipus jelenléte a JAK2 V617F mutacio kialakulasara
hajlamosit, felmeriilt, hogy a haplotipus genomialis instabilitast eredményezhet. Mivel az
AML egy heterogén genetikai hatteri korkép, elképzelheté volt, hogy a kiilonbdzo
alcsoportokban az orokletes, illetve szerzett tényezok mas hangsullyal jatszanak szerepet.
Mind a szambeli és szerkezeti kromoszoma elvaltozasok, mind a normal Kkaryotipus
gyakran észlelhetd AML-ben. Erdekes modon, az UPD és az onkogén mutéaciok (pl. FLT3
mutaciok) tobbszords, egymastol fiiggetlen kialakulasa az AML-re, kiilonosen az NK-
AML-re is jellemzo. A teljes genomra kiterjedd polimorfizmus vizsgéalatokkal az AML-ben
szenvedd betegek 20%-anal mutattak ki szegmentalis UPD-t, amelyek a genom
preferencialis helyein (WT1, FLT3, CEBPA és RUNXI gének lokuszainal) fordulhatnak
el6 a leggyakrabban [111]. Az FLT3 lokusz nemcsak az UPD-re jellemz6 példa, hanem a
mutaciok tobbszords kialakulasara is. AML-ben diagnéziskor az FLT3 tobbféle méreti
internal tandem duplikacidja (ITD) 10%-os gyakorisagu [54], mig az FLT3 ITD és az FLT3
tirozin kindz domén (TKD, D835 kodon) mutaciok egyiittes el6fordulasa 3%-0S
gyakorisagu [112]. Ez utdbbi esetekben igazolhatd, hogy a mutaciok egymastol fiiggetleniil
két kiilonbo6z6 allélon alakultak ki [113]. Biallélikus, kettds heterozigdta mutaciokat leirtak
a CEBPA és a RUNXI gének esetében is [114, 115]. A 46/1 haplotipus és a kiilonb6z6
mutéciés mechanizmusok kapcsolatanak vizsgalatara dsszevetettiik néhdny AML alcsoport
(karyotipus, FLT3 és NPM1 mutacio-statusz szerint csoportositva) 46/1 haplotipus hordozo
gyakorisagat. Emelkedett 46/1 haplotipus, azaz rs1234867 C allél hordoz6 gyakorisagot
talaltunk NK-AML-ben, ha a nemben és korban nem eltéré koros karyotipust csoporthoz
viszonyitottuk. Multifaktoridlis kérképek esetén (mint pl. a leukemogenezis is) az egyén
genetikai hattere nagyobb szerepet jatszik fiatal életkorban, mig a szerzett rizikofaktorok
akkumulacidja az idéskori betegség manifesztaciokban tolthet be fontosabb szerepet. E
miatt Gsszevetettiik a normal és a koros karyotipusu betegek 46/1 haplotipus gyakorisagat
fiatalabb életkorban kialakult AML esetén. Mig NK-AML-ben a 46/1 hordozé gyakorisag

szignifikans emelkedését észleltiik, koros karyotipusa AML-ben a hordozo gyakorisag nem
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valtozott. Mindezek a megfigyelések alatdmasztjak, hogy a 46/1 haplotipus a NK-AML
kialakuldséban is szerepet jatszhat, mint orokletes hajlamosité tényezo.

A pontos patomechanizmus, ahogy a 46/1 haplotipus a JAK2 V617F mutacid, igy az
MPN kialakuldsara hajlamosit, nem ismert. Két feltételezett patomechanizmust javasoltak
[116]: (i) a “hipermutator hipotézis™ szerint a 46/1 haplotipus a régioé genetikai instabilitasat
eredményezi, mig (ii) a “termékeny taptalaj hipotézis” szerint a mutacié mindkét haplotipus
esetén egyenld eséllyel alakul ki, viszont a 46/1 haplotipusti mutans klon szelektiv elénnyel
rendelkezik a vad tipusu alléllel szemben. A JAK2 V617F negativ, de JAK2 exon 12
mutécié pozitiv betegeknél észlelt allél frekvencia emelkedés a “hipermutator hipotézist”
tamasztja ala. Amennyiben nemcsak a JAK2 V617F mutaci6 pozitiv MPN esetében (hanem
a V617F negativ MPN ¢és NK-AML-ben is) igazolhato a 46/1 haplotipus betegség
hajlamositd hatasa, az a “termékeny taptalaj hipotézis™ fel¢ billentheti a mérleg nyelvét. Ez
utobbi hipotézis kismértéki, jelenleg még nem bizonyitott funkcionalis eltérést feltételez a
vad tipusu és a 46/1 pozitiv haplotipus altal kodolt JAK2 fehérje miikodése kozott. Két,
nemrégiben megjelent cikk szerz6i vizsgaltak a 46/1 haplotipus és a JAK2 géntdl fiiggetlen
mutdciés mechanizmussal kialakul6 MPN (MPL mutici6 pozitive MPN) kapcsolatat.
Patnaik et mtsai [117] nem talaltak 46/1 allél frekvencia emelkedést a V617F-negativ, MPL
mutacid pozitiv ET betegek csoportjaban (n=22). Jones és mtsai [47] szintén nem mutattak
ki 46/1 allél frekvencia emelkedést egy hasonlo 1étszamu betegecsoportban (n=32, p=0,06)
Azonban tobb munkacsoport Osszesitett MPL pozitiv beteg és kontroll csoportok meta-
analizisével mar szignifikans allél frekvencia emelkedést észleltek. Eredményeink szerint
az MPN és az NK-AML ko6zos patogenetikai utvonallal rendelkezhetnek, amelyben a 46/1
haplotipus altal okozott feltételezett funkcionalis eltérés fontos szerepet tolthet be a JAK2
jelatviteli rendszerben.

A JAK2 46/1 haplotipus prognosztikai szerepe szerint is vizsgalt 176 AML betegnél
Osszefiiggést mutattunk ki a 46/1 haplotipus jelenléte és az AML betegség jellemzdi, illetve
a kezelés kimenetele kozott. Azt talaltuk, hogy a 46/1 haplotipus az akut myelomonocitas
leukémia hajlamositd tényezdje lehet. NK-AML-ben jelentésen alacsonyabb remisszios
ratat €s remisszioban illetve aplazidban tobb fertézés miatti haldlozast figyeltiink meg a

46/1 haplotipust hordozok k6zott a nem hordozokhoz képest, ami csokkent talélést (DFS és
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0S) eredményezett. Egy masik JAK2 SNP (rs2230724, NT_008413.18: g.5071780G>A,
p.830I>1) és a betegség kimenetele kozott mar mutattak ki Gsszefliggést egy korabbi
tanulmanyban, kinai AML-ben szenvedd betegeknél [118, 119]. A HapMap Project kinai
populaciéra vonatkozd haplotipus informacidi szerint az rs12343867 (T>C csere) és az
rs2230724 (G>A csere) SNP-k részben kapcsoltak (az rs12343867/rs2230724 becsiilt
haplotipus gyakorisaga: T/G: 57%, C/A: 23%, T/A: 18%, C/G: 2%, D’: 0.892; p<0.000)
[120], vagyis az rs2230724 G allélja foként az rs12343867 T alléljahoz kapcsolt, de az A
allél az altalunk vizsgalt rs12343867 SNP T ¢és C alléljan egyarant eléfordulhat (11
tablazat).

11. tablazat Az rs12343867 (T>C csere) és az rs2230724 (G>A csere) SNP-k becsiilt haplotipus

gyakorisaga kinai populacioban.

rs2230724
G A
T 57% 18%
rs12343867
C 2% 23%

Kinai AML betegekben az rs2230724 AA genotipusuakra szignifikansan magasabb CR
arany volt jellemz6,, a GG genotipustakra pedig gyakori korai halalozas. A mi ettdl eltérd
eredményeinket (CC és TC genotipus fligg Ossze a fert6zés okozta halallal, pedig a T
kapcsolt G-vel a két SNP-ben) a betegek eltéré etnikai hatterével és a terapias protokollok
kiilonbozoségével magyarazhatjuk, illetve azzal, hogy a vizsgalt polimorfizmusok nem
kapcsoltak teljes mértékben.

A “termékeny taptalaj hipotézis™ szerint a 46/1 haplotipus hordozok és nem hordozok
kozott finom kiilonbségek lehetnek a JAK2 funkciojaban, ami novelheti a klonalis
myeloproliferaciora valdé hajlamot. A 46/1 haplotipus hordozok kozott csokkent
granulocita-makrofag kolonia képzddést irtak le egészséges egyénekben [47]. Sajat
anyagunkban a fert6zések okozta halal esetén a hordozok és nem hordozok kozotti
kiilonbséget (46.8% hordozokban vs. 23.5% nem hordozokban, p=0.038) a JAK2 46/1

69



DOI:10.14753/SE.2012.1735

haplotipusra esetlegesen jellemz6 funkcionalis eltéréssel magyarazhatjuk. A JAK2 kozponti
szerepet jatszik kiilonb6z6é myeloid és limfoid citokin receptorok jelatvitelében (pl.
granulocyta makrofag kolonia stimulaloé faktor, GM-CSF), igy a megvaltozott JAK2
funkcié kemoterapiat kovetéen késleltetheti a csontveld rekonstrukciojat és okozhat
csokkent immunvalaszt, ami elhtiz6do, stlyosabb lefolyasu infekciokhoz vezethet.

Erdekes, hogy genom szintii asszociacios vizsgalatok osszefiiggést talaltak a JAK2 46/1
haplotipus és a gyulladasos bélbetegség (IBD) kozott. A szerzOk azt feltételezték, hogy a
JAK2 funkcidjanak karosodasa hatassal lehet az interleukin 23 (IL23) jelatvitelre és a

adat is azt sugallja, hogy a GM-CSF jelatvitel is ¢érintett lehet az IBD
patomechanizmusaban: csokkent GM-CSF szekréciot [125], a GM-CSF elleni neutralizalo
autoantitestek jelenlétét [126] és karosodott GM-CSF receptor expressziot és funkeiot [127]
irtak le az IBD-ben észlelt eltérések soraban. A GM-CSF jelatvitel karosodasa, mely
neutrofil és makrofag funkciondlis abnormalitdsdhoz vezet, elésegitheti a baktériumok

bejutasat az epithel sejteken keresztiil és gyulladashoz vezethet.
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6. Kovetkeztetések

a)

b)

Vizsgalatunk az elsO szisztematikus analizis a két 6 tirozin kindz inhibitor rezisztencia
mechanizmus, a BCR-ABL TKD mutaciok és ACA tekintetében. Elséként vizsgaltuk a
két rezisztencia mechanizmus kombinalt szerepét els6- és masodik generacios TKI-val
torténd kezelés sordn. Imatinib kezelés soran csak az ACA, mig dasatinib és nilotinib
kezelés soran a mutacio és az ACA is rossz prognosztikai faktornak bizonyult. A BCR-
ABL mutaci6 vizsgalat a TKI rezisztens betegeknél javasolt a TKI valtast megeldzden,
mert a kiilonb6z6 mutaciok jelenléte befolyasolhatja a TKI valasztast és prognosztikai
szerepilk is lehet. A T3151 mutaciot hordozd betegek esetén alternativ kezelés

alkalmazasa lehet sziikséges.

A BCR-ABL 7. exon delécido esetében az irodalomban egymasnak ellentmond6
adatokat talalunk azzal kapcsolatban, hogy a delécid jelenléte Gsszefiigg-e az imatinib
rezisztencidval. Atfogd vizsgalattal elséként bizonyitottunk, hogy mivel a delécio
imatinib naiv CML betegekben és egészséges kontroll egyénekben a BCR-ABL-en ¢és
az ABL génekben is detektalhatd, fiiggetlen a BCR-ABL transzlokaciotol és nem fligg
Ossze a rezisztenciaval. A 7. exon delécio kimutathatosagi hatara a BCR-ABL ¢és az
ABL expresszios szintjétol ¢és a kimutatdsi modszer érzékenységétdl fligg.
Eredményeinket bioinformatikai mddszerekkel is megerdsitettiik. A varidns mRNS
lebomldsa az NMD soran alacsony transzlacios hatékonysaghoz vezet, ami a csonka
fehérje szignifikans szerkezeti valtozasaival egylitt ellene sz6l annak a lehetéségnek,

hogy a delécio kapcsolatban lenne az imatinib rezisztenciaval.

A JAK2 V617F mutacié gyakorisaga 75,9% (249/328) volt a BCR-ABL negativ MPN
betegcsoportban. Kimutattuk, hogy a V617F pozitiv betegeknél a hemoglobin szint
emelkedett volt a V617F negativ betegekhez képest (p<0,001). A V617F pozitiv
betegeknél a nemek aranya a ndk felé tolodott (57,4% vs. 41,8%, p=0,019), valamint
gyakoribb volt a vérzéses sz6vodmény (26,6% vs. 15,2%, p=0,039).
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d) Jelen vizsgalatunk megerésiti, hogy a JAK2 46/1 haplotipus hajlamosithat JAK2

V617F-pozitiv és negativ MPN kialakulasara is. A 46/1 haplotipus nem befolyasolja
ugyanakkor az MPN Kklinikai képét, (betegség tipusa, splenomegalia jelenléte, fokozott
erythropoiesis vagy myelopoiesis laboratoriumi jelei), sem a vaszkularis szovédmények
gyakorisagat, azonban a 46/1 homozigdta esetekben nodvelheti az esélyét a

myelofibrosis kialakulasanak.

Tanulmanyunkban elsdként vetettiik fel annak a lehetéségét, hogy a JAK2 46/1
haplotipus normal karyotipusai AML szempontjabdl is 6rokletes hajlamositod tényez6. A
JAK2 46/1 haplotipus befolyasolja az AML morfologiai megoszlasat, az aranyt a
myelomonocyta forma felé eltolva. Eredményeink arra utalnak, hogy a JAK2 46/1
haplotipus egy fiiggetlen kedvezo6tlen prognosztikai faktor lehet AML-ben, amely NK-
AML-ben a kezelés soran fellépd fert6zések sulyossagat befolyasolhatja. Ez az
eredmény hasznos lehet a kockazat-alapt kezelési stratégiak kialakitasaban intermedier

prognozisu AML-ben.
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7. Osszefoglalas

A myeloid hematopoietikus dssejtbetegségek genetikai hattere heterogén, szerzett és
orokletes eltérések is szerepet jatszhatnak kialakulasukban. Munkank célja egyrészt a
myeloproliferativ neoplaziak (MPN) csoportjaba tartozé kronikus myeloid leukémia
(CML), polycythemia vera (PV), primer myelofibrosis (PMF) ¢&s essentialis
thrombocythemia (ET), masrészt pedig az akut myeloid leukémia (AML) egyes genetikai
tényezOinek vizsgalata volt. A CML genetikai hatterében a BCR-ABL fuzids gén altal
kodolt kiméra fehérje fokozott tirozin kindz aktivitasa all. A fuzios fehérje célzott elsd- és
masodik generacids tirozin kindz inhibitorokkal (TKI) (imatinib, illetve nilotinib ¢és
dasatinib) gatolhatd, azonban ezekkel szemben a betegek egy részénél rezisztencia
alakulhat ki. A PV, PMF ¢és ET hatterében a JAK2 gén aktivdlo mutéciojat (V617F)
azonositottak de a szerzett mutaciok mellett az oOrdkletes JAK2 46/1 haplotipus is
befolyasolhatja az egyes betegségek kialakulasara valé hajlamot és a fenotipust.

CML-ben a két fo rezisztencia mechanizmus, a BCR-ABL tirozin kinaz domén
(TKD) mutaciodk és tarsuld kromoszomaeltérések (ACA) vizsgdlata sordn imatinib kezelés
alatt csak az ACA, mig dasatinib és nilotinib kezelés sordn a mutacio és az ACA jelenlétét
i1s rossz prognosztikai faktornak talaltuk. A BCR-ABL 7. exon deléci6, amit szintén
Osszefiiggésbe hoztak a TKI rezisztenciaval, imatinib naiv CML betegekben és egészséges
kontroll egyénekben a BCR-ABL-en és az ABL-en is detektalhatd volt, tehat fiiggetlen a
BCR-ABL transzlokéaciotol és nem fligg Ossze a rezisztenciaval. Eredménylinket a fizios
fehérje bioinformatikai vizsgalataval is megerdsitettiik. BCR-ABL negativ MPN-ben a
JAK2 V617F pozitiv betegeknél a nemek aranya a nék felé tolodott, valamint gyakoribb
volt a vérzéses szovodmény. Az orokletes JAK2 46/1 haplotipus JAK2 V617F pozitiv és
negativ. MPN kialakulasara is hajlamositott. AML-ben a JAK2 46/1 haplotipus fiatal
¢letkorban normal kariotipusi akut myeloid leukémia (NK-AML) kialakulasara
hajlamositott és a morfoldégiai megoszlast a myelomonocyta forma felé tolta el.
Befolyasolta tovabba kezelés soran fellép6 fertézések sulyossagat is, ezaltal NK-AML-ben
fiiggetlen kedvezdtlen prognosztikai faktornak bizonyult. A szerzett és orokletes genetikai
faktorok szerepének vizsgalata hozzasegithet a myeloid dssejtbetegségek prognoézisanak

becsléséhez €s igy a személyre szabott célzott kezeléséhez.
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8. Summary

Hereditary and acqired genetic alteration may also play a role in the development of
myeloid hematopoietic stem cell diseases. The aim of this study was the investigation of
certain genetic alterations in chronic myeloid leukemia (CML), polycythemia vera (PV),
primer myelofibrosis (PMF) and essential thrombocythemia (ET) belonging to the group of
myeloproliferative neoplasms (MPN), and in acute myeloid leukemia. In the genetic
background of CML, increased tyrosine kinase activity of the chimera protein encoded by
BCR-ABL fusion gene has been identified. The fusion protein may be inhibited by
targeted, first and second generation tyrosine kinase inhibitors (TKI) (imatinib, nilotinib
and dasatinib), but resistance occurs in a considerable proportion of patients. In the
background of BCR-ABL negative MPN, a common causative genetic alteration, an
acquired Janus kinase 2 (JAK2) V617F mutation has been identified, but beside the
acquired mutation, also the inherited JAK2 46/1 haplotype may influence susceptibility of
MPN. In CML, the two major resistance mechanisms, BCR-ABL tyrosine kinase domain
(TKD) mutations and additional chromosome abnormalities (ACA) were investigated. The
presence of ACA predicted shorter survival during first and second generation TKI therapy,
while TKD mutations only influenced survival during second generation TKI therapy. The
BCR-ABL exon 7 deletion, which was also proposed as a mechanism for imatinib
resistance, proved to be independent from BCR-ABL translocation and was not associated
with imatinib resistance, since it was abundantly detected in imatinib naive CML patients
on BCR-ABL and on normal ABL. In BCR-ABL negative MPN, we found a female
predominance among V617F positive MPN compared with V617F negative patients and
vascular complications were more common in V617F carrier patients. JAK2 46/1 haplotype
was a susceptibility factor for JAK2 V617F positive and negative MPN. In AML, JAK2
46/1 haplotype influenced morphological distribution increasing a predisposition to the
acute myelomonocytoid form. The JAK2 46/1 haplotype may be an independent adverse
prognostic factor affecting the severity of infections occurring during treatment in normal
karyotype (NK) AML.

Investigation of acquired and inhetited genetic factors may help the estimation of

prognosis and thus the development of personalized targeted therapy.
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