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Roviditések jegyzéke

Akut myeloid leukémia

Aplasztikus anémia

Szerzett uniparentalis diszomia

B-sejtes akut limfoid leukémia

Calreticulin

,,core binding factor”

,,cancer cell fraction

CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha

Koléniaformalo egység

Kroénikus limfocitas leukémia

Citogenetikai aberraciot nem hordozé akut myeloid leukémia
dendritikus sejt, monocita, limfocita hidny
Didezoxi-nukleotid trifoszfat

DEAD box protein 41

Diffuz nagy B-sejtes limfomak

Dupla tipust CEBPA mutacio

Dezoxiribonukleinsav

Dezoxinukleotid-trifoszfat

digitalis PCR

Francia-Amerikai-Brit klasszifikaci6 (akut myeloid leukémiak)
Fehérvérsejt szam

Follikularis limféma

,.friend leukemia integration 1 transcription factor”

fms-like tyrosine kinase 3

Familiaris, vérlemezke funkcidzavar talajan kialakulo akut myeloid
leukémia

Hodgkin limfoma

Hemoglobin

Hemopoetikus dssejt

Janus arcu kinaz-2
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JMMol Juvenilis myelomonocitaer leukémia
LDH Laktat dehidrogendz

MDS Myelodiszplazias szindroma

MPL Thrombopoetin receptor

MPN Myeloproliferativ neoplazma

NGS Uj generécids szekvenalas

NPM Nucleophosmine

PCR Polimeraz lancreakcid

Ph Philadelphia kromoszéma

RAEB Refrakter anemia blasztszaporulattal
RNS Ribonukleinsav

RUNX1 RUNT homoloégiai domént hordozé transzkripcios faktor
SNP Single nucleotide polymorphism
SNV Single nucleotide variant

TAE TRIS-s6sav EDTA

THR Vérlemezke szam

THC2 2.-es tipusu familidris trombocitopénia
UDS ,ultra deep sequencing”

UTR Atir6do, nem kodolo génrégio

VAF Varians allélfrekvencia

WES Teljes exom szekvenalas.

WBC Fehérvérsejt szam

WHO Egészségiigyi Vilagszervezet
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Il. Bevezetés

I1.1. A hemopoézis

A hemopoézis a felnétt szervezetben a csontveldben zajlo folyamat, mely felelds
a vér alakos elemeinek termeléséért. A hemopoézist a hemopoetikus Ossejt tartja fenn
(HSC). A HSC korlatlan onmegujitasi képességgel rendelkezik, valamint képes a
vérképzés valamennyi iranyaba torténd elkotelezddésre. A HSC differencidlodéasa soran
koloniaképzd egységeket (CFU) hoz létre, melyek egy-egy sejtvonal kialakitdsaért
lesznek feleldsek. A myeloid CFU-k a myeloid rendszer valamennyi sejtféleségének
iranyaba képesek differencialodni, azonban az érés soran elkotelez6dnek egyes
sejtvonalak iranyaba (pl. vorosvértest-CFU-E, granulocyta-CFU-G) és egy érési soron
keresztiil hozzak 1étre az érett alakokat. A limfoid iranyba elkotelez6d6 vérképzo dssejtek
B, T és NK koloniaformélo sejtekké differencidlodva kezdik meg az érett alakok
1étrehozasat a csontvelében, majd a periférids nyirokszervekben (1).

Régota ismert a molekularis bioldgiaban, hogy a sejtosztodas iranyitasaért (és
lényegében igy a hemopoézis fenntartasdért) felelds fOszerepet a kiillonbozod
transzkripcids faktorok jatsszak. A transzkripcios faktorok olyan fehérjék, melyek
altaladban a jelatviteli utvonalak ,,végallomésaként” kozvetlen DNS kotd képességgel
rendelkeznek és mas gének atirddasat tudjak szabalyozni. Ezekben a ”mester” regulator
fehérjékben, kiilonbozo tipusu mutaciok kapcesan keletkezd karosodasok karosithatjak a
hemopoézist és daganatok kialakuldsdhoz vezethetnek. Szdmos hematoldgiai daganat
kialakulasdnak hatterében ismertek a kiilonb6z6 szabalyozd transzkripcids faktorokat
érinté (példaul CEBPA, GATA1-2, RUNX1, PAX5, ETV6, IKAROS, NOTCH1)
pontmutaciok vagy transzlokéaciok, amelyek tobb esetben is biomarkerként szolgalnak e
korképek diagnosztikajaban, korjoslataban és molekularis szinti nyomon kovetésében is

(2-4) (1.abra).
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1.4abra: A hemopoezis folyamata. A hemopoetikus 6ssejtbdl az érés kezdetén szétvalik a kdzos
myeloid és limfoid utvonal. A kozos myeloid Ossejtbdl differencidlodnak a kiilonbozo
koloniaformalé egységek (E-CFU, Mega-CFU stb.) melyekbdl tobb osztodason €s érési
folyamaton keresztiil lesznek a perifériara kijuto alakos elemek. Roviditések: HSC: Hemopoetic
Stem Cell, CFU: Colony Forming Unit, VVT: V6rosvértest.

I1.2. A vérképz6 rendszer daganatos betegségei

A vérképzo rendszer klonalis megbetegedéseit a myeloid és a limfoid rendszer
daganataira oszthatjuk fel. A kiilonféle entitasok kovetik a myeloid/limfoid érés
stadiumait, és az egyes szakaszoknak megfeleld érésgatoltsag, klonalis sejtszaporulat
jellemzé rajuk. Az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) klasszifikacidja magaban
foglalja az egyes szOvettani entitasokat, valamint ezen tilmenden rendszeresen keriilnek
be a klasszifikacioba 1j, jellemzéen molekularis genetikai alapokon nyugvo entitasok.
A jelenlegi, 2016-os WHO klasszifikaci6 egyszersitett formai az 1l-es és 2-€s

tablazatokban talalhatoak (3).
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1. Téblazat: A myeloid rendszer daganatai

Entitas

Myeloproliferativ neoplazmak

Myeloid/limfoid neoplazmak eoznofilidval és a PDGFRA,
PDGFRB, FGFR1,vagy PCM1-JAK?2 atrendezddéssel
Myelodiszplasztikus/myeloproliferativ neoplazmak
Myelodiszplasztikus szindréma

Akut myeloid leukémia

2. Téablazat: A limfoid rendszer daganatai

Entitas

B-sejtes limfoblasztos leukémia

Erett B-sejtes imfomak

T-sejtes limfoblasztos leukémia

Erett T és NK sejtes neoplazmak

Hodgkin limfoma

Transzplantacio asszocialt limfoproliferativ betegség
Hisztiocitas és dendritikus sejtes neoplazmak

Kiilon kiemelt a myeloid rendszer daganatain beliil a myelodiszplazias
szindromak (MDS), hiszen bar a korképek dontéen sporadikusak, elséként itt jelent meg
Onallo entitasként a csiravonali hajlamosito tényezdvel bird alcsoport, melynek genetikai
megismerésével elkezdddott a familiaris hematologiai korképek feltérképezése. A
familiaris MDS/AML az els6 olyan hematologiai betegségcsoport, ahol genetikai

eltéréseket ismerhettiink meg (3. tablazat).

3. Téblazat: Myelodiszplazias szindroma (MDS)
Entitas

MDS egy sejtvonal diszplaziajaval

MDS gylirti szideroblasztokkal

MBDS t6bb sejtvonal diszplaziadjaval

MDS blaszt szaporulattal

MDS izolalt 5g- kromoszoéma eltéréssel

MDS masképpen nem osztalyozhatd

MDS csiravonali hajlamosité tényezével
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11.3. A sporadikus AML-ben megismert leggyakoribb genetikai eltérések

Az AML egy igen heveny lefolyasti betegség, mely mai elképzeléseink szerint
csontvel transzplantacid nélkiil gydgyithatatlan (5). A betegség hatterében a myeloid
blasztok érésgatlasa és felszaporodasa all a csontvelOben, illetve a periférias vérben. A
betegség WHO felosztdsa alapjan visszatérd genetikai abnormalitdsokkal tarsuld,
diszplazias vonasokkal tarsulo, illetve terapiaasszocialt, valamint mashogy nem
osztalyozhato kategoria kiilonithetd el (6). A visszatérd citogenetikai aberraciokat
hordoz6 AML mellett az un. normal kariotipust AML (NK-AML) megismerésében
hatalmas eldrelépést jelentett az ) generacids szekvenalas (WES) elterjedése. Az NK-
AML-ben megismert genetikai eltérések koziil a CEBPA génr6l jelen dolgozatban
részletesen fogunk értekezni. Az FLT-3 (fms-like tyrosine kinase 3) nevil receptor-tirozin
kin4z ¢és az NPM (nucleophosmin) magi transzporter fehérje, a leggyakrabban érintett,
terapias konzekvenciaval is rendelkez6 gének sporadikus AML-ben. Ezen eltéréseken
tilmenden a WES vizsgalatok elterjedésével szamos 01j patogenetikai utvonalat ismertiink
meg AML-ben. A leggyakoribb eltérés a sejtciklus szabalyozo és az epigenetikai gépezet
tagjaiban taldlhatdé meg. Az epigenetikai szabalyzasdban részt vevé DNS metil
transzferaz (DNMTAB3), a TET2 DNS metil transzferaz gyakoran fordulnak el NK-AML-
ben. Az epigenetikai szabalyozast kozvetett moédon befolyasold metabolikus szereppel
biré IDH1 és IDH2 mutacidi mintegy 10%-ban fordulnak el6 AML-ben bar terapids és
prognosztikus szerepiik még kérdéses. A hiszton fehérjék kémiai médositdsdban szerepet
jatszo EZH2 és ASXL1 az NK-AML mintegy 20%-ban fordulnak el6. Ezen feliil leirtak
az RNS splicing és az RNS splicing tagjainak mutacioit is, melyek szintén a sejtciklus
szabalyozéasaban vesznek részt.

Kiemelhetd, hogy a sporadikus AML kialakitasaban részt vevd gének spektruma
eltérést mutat a familiaris betegségekben megismertektdl, egyfajta kiilonleges biologiai

utvonalra vilagitva ra (7).
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I1.4 A familiaris onkohematologiai korképek irodalmi attekintése

A hematoldgiai malignitdsok csaladi halmozddésanak ismerete immaron tobb
évtizedre nyulik vissza, korai esettanulmanyok ¢és beszamolok szoltak ezekrdl a
korképekrol, de a genetikai megismerésiik az elmult évtizedben indult csak meg (8, 9).
Az esetek pontos szama nem ismert még, azonban valdszinlleg aldbecsiiljiik
elofordulasukat. Ezt tdmasztja ala a tény, hogy az 4j WHO Kklasszifikacidban 6nallo
entitasként jelennek meg (6). A technika fejlédésének, az 0j generacids szekvenalas
(NGS) elterjedésének koszonhetden egyre tobb gént ismeriink meg melynek csiravonali
mutacioi a familiaris korképek hatterében allhatnak, igy egyre tobb esetben deriil fény a
csaladon beliili halmozddas hatterében all6 genetikai rendellenességre. Habar egyre
bdviilnek ismereteink és egyre tobb diagnosztikus értékii célpont all rendelkezésiinkre, a
rutin diagnosztikdnak napjainkban még nem része familiaris halmozodés esetén sem a
genetikai vizsgalat elvégzése. A boviilo ismeretek, és az egyre tobb hajlamositoé genetikai
komponens megismerése arra is ramutat tovabba, hogy a kezdetben csupan irodalmi
ritkasdgnak vélt 6rokletes hematologiai korképek sokkal nagyobb szamban fordulnak eld
a véltnél, sokszor felfedezetlenek maradnak és sporadikus betegségekként kovetjiik és
kezeljiik 6ket (10).

A familidris daganatszindromakat (obligat praeneoplasztikus allapotok) az
egyszerl csaladi halmozodést mutatd tumoroktdl az kiiloniti el, hogy az el6z6 kategdriaba
es0 daganatok hatterében egy kimutathatd genetikai mutaciéo 4ll, mely a daganat
kialakulasat inicidlja. Az onkoldgidban régota fennallo feltételezes, hogy az orokletes
daganat szindromak eseteinek egy részében a mutaci6 a betegség megjelenésének szinte
100% penetrancigjaval jar (pl. familiaris adenomatosus polyposis szindréma az APC gén
mutaciojaval), mig mas esetekben nem minden mutaciot hordozo csaladtagban jelenik
meg malignus fenotipus (pl. BRCA1/2 és emlétumor kapcsolata). Ezen utdbbi esetekben
a malignus fenotipus megjelenéséhez tovabbi genetikai eltérésekre van sziikség, melyek
a daganat kialakulasat elésegitik.
A hematologiai daganatokon beliil, - mint fentebb emlitésre keriilt - iS mar régota ismert
a csaladi halmozodas jelensége, azonban a XX. szazad végéig nem deriilt fény konkrét
genetikai eltérésre, amely az orokletesség hatterében allhat. Az elsé szindroma, melynek

hatterében sikeriilt genetikai komponenst igazolni az irodalomban a familiaris

10
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vérlemezke funkcidzavar, emelkedett myelodiszplazia (MDS)/akut myeloid leukémia
(AML) rizikoval elnevezésii korkép volt (Gn. ,,familial platelet disorder with propensity
to myeloid malignancy”: FPD-AML), melyben valamennyi hordoz6 betegben valtozatos
stlyossagu vérzészavar, ill. vérlemezke funkcidézavar jelentkezett, fokozott MDS/AML
hajlammal. A szindroma hatterében a RUNX1 génben valtozatos lokalizdcidoban
elhelyezked6 mutaciokat talaltak meg (11). Néhany év mualva kovetkezett az igen magas
penetranciaval jard familiaris akut leukémia hatterében felfedezett (sporadikus esetekben
mar ismert) CEBPA nevii gén inzercioval/delécioval jaré mutacioinak leirasa (12). Az
elkovetkezo évtizedben szinte évrél évre ujabb géneket ismertiink meg és tobb kiilonleges

betegségcsoport képe kezdett kirajzolddni (2. abra).

Song, 1999  Vulliamy, 2001  Fitzgibbon, 2004  Scott, 2011 Noris, 2011 Dokal, 2012 Polprasert, 2015 Zhang, 2015

Bl Transzkripicés faktor B RuShelikaz B Telomeraz komplex B Ribonukleo protein komplex |4 Ankyrin repeat domén protein

2. abra: A familiaris hematologiai korképek hatterében allo genetikai eltérések megismerésének
kronologiai sorrendje. Piros szinnel jeldlve a transzkripcids faktorok, zold a telomeraz komplex
részei, sarga az ankirin repeat doménnel rendelkezd fehérje, kék az RNS helikaz, barna a
ribonukleo-protein komplex része. (Az abran feltiintetett szerzok és folyoiratok: Song et al, 1999
Nat Genet, Vulliamy et al, 2001 Nat Genet, Fitzgibbon et al, 2004 NEJM, Scott et al, 2011 Nat
Genet, Noris et al, 2011 Blood, Dokal et al, 2012 AJHG, Polprasert et al, 2015 Cell, Zhang et
al, 2015 Nat Genet).

A familidris vérlemezke funkcidzavarok €és malignitasi riziké hatterében ijabb
gének keriiltek felfedezésre, az ETV6 ¢és az ANKRD26. Utobbi a 2. tipust familiaris
trombocitopénia hatterében allo hajlamosité mutacié (13, 14). A GATA2 gén mutaciojat
tobb valtozatos €s szines immunoldgiai korkép hatterében irtdk le, melyek egy kdzos
ismérve, hogy fokozott MDS rizikoval jar gyermek, illetve fiatal felndttkorban, igen nagy
penetranciaval (15). Kiilon korképekként tartjuk szamot a telomerdaz génkomplex

érintettségével  jar6 korképeket, melyek jellegzetes tobb szervi fejlodési

11
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rendellenességekkel jarnak, de ezek kozt talalhato olyan betegség is melynek f6 tiinete a
korai csontvel6 kimeriilés és az emelkedett AML/MDS riziké (telomeraz bioldgiat érintd
korképek, a TERT ill. TERC gének mutaciodival) (16). A legfrissebben felfedezett gének
az SRP72 ¢és a DDX41. A DDX41 mutécioit az elsé koézlemények alapjan idésebb
¢letkorban fellépd familidrisan halmoz6dé MDS hatterében irtak le, azonban egy késébbi
kozleményben mas hematologiai korképek hatterében is megtalaltak (17-19). Az SRP72

Kezdetben dontden familidrisan halmoz6dé MDS hatterében talaltak egyértelmii
genctikai  hajlamositd  tényezOket, azonban napjainkra mas onkohematologiai
korképekben is ismert a csaladi halmozddas jelensége. A Philadelphia kromoszoma (Ph)
negativ myeloproliferativ korképek csaladi halmozddasanak vizsgalata soran igen
érdekes megfigyelésre jutott Saliba és munkacsoportja. A familiaris halmozddas kapcsan
a Ph negativ korképekben jol ismert Janus arct kindz (JAK2) és calreticulin (CALR) gének
mutacioi csak a tumorsejtekben jelentek meg, mint szomatikus mutdciok, mig a
csiravonali komponens egy nagyobb kromoszoma régié duplikacidja volt, mely érintette
az ATG2B és GSKIP géneket (21). Familiaris halmozddas hatterében ezen feliil leirtak
még az SH2B3 gén, illetve az RBBP6 nevii gének mutacidit, melyek koziil az utobbi a
tumorszupresszor retinoblasztoma kotdfehérjéje, mig az elébbi gén a JAK-STAT
jelatvitel fontos szerepldje és jelen dolgozatban kiilon fejezetben foglalkozunk vele (22,
23).

Bar a limfoid korképek esetében is megfigyelhetd a csaladi halmozddas jelensége,
ezen korképek genetikdjanak irodalma ma még nem annyira szerteagazo, mint a myeloid
korképeknél ismertetett. 2013-ban Shah és munkacsoportja fedezte fel a PAX5 gén
mutacioit két fliggetlen csaladban, melyben gyermekkori B-sejtes ALL fordult el6 tobb
generacioban is, tobb gyermeket is érintve. A PAXS csiravonalbeli mutacidt hordozok
kozt tiinetmentes hordozok is eléfordultak, a leukémia kialakulasdhoz ugyan is a vad allél
elvesztésére volt sziikkség a betegekben. A PAX5 a limfoid érésben szerepet jatszo
transzkripcios faktor, sporadikus ALL-ben is ismert szomatikus érintettsége (24). Habar
a limfomak korében erds csaladi aggregécio figyelheté meg, kiilon rizikofaktort jelent a
csaladi pozitivitas, — kiilondsen igaz ez a kronikus limfocitas leukémidban (CLL) — ezen

korképek genetikai hatterérdl igen kevés ismerettel rendelkeziink.
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Neven ¢és munkacsoportja 2013-ban ismertette a korai kialakulast gyulladésos
bélbetegség (VEO-IBD) és a diffuz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) koztti kapcsolat
genetikai hatterét. A VEO-IBD hajlamosité szerepe limfoproliferativ betegségek
megjelenésére ismert volt mar kordbban is, illetve az interleukin 10 (IL-10) és
receptoranak (IL-10R) mutécidi is ismertek voltak ezekben a koérképekben, azonban
ebben a tanulmanyban elsoként irtak le a genetikai hajlamositdé hatasukat
extraintesztinalis megjelenésti DLBCL-ben, egy 0j limfoma altipust koriilhatarolva mely
VEO-IBD-ben jelenik meg az IL-10 és IL-10R csiravonali mutacioi mellett (25). A
Hodgkin limfoma (HL) egy ritka B-sejtes limfoproliferativ megbetegedés, mely bar nem
orokletes betegség, a csaladon beliili eléforduldsa magasra emeli a betegség
kialakulasanak kockazatat (26). A Svéd familiaris daganat adatbazis alapjan is ismert,
hogy a betegség csalddon beliili el6fordulasa szignifikdnsan ndveli a kialakulas esélyét a
csaladtagokban is (27). Napjainkig azonban egyetlen genetikai vizsgalat tudott igazolni
orokletes eltérést a betegség hatterében. Ristolainen és munkacsoportja azonositotta az
szenvedtek HL-ban. A heterozigota formaban hordozokban nem jelent meg a betegség
(28). Az ACAN gén az aggrecan géncsaladba tartozd, az extracellularis matrix
felépitésében résztvevd gén, mely fokozott expresszidja a porcszovetben figyelhetd meg.

2016-ban pedig az egyik legerdsebb familiaris aggregacidt mutatd korkép
hatterében sikeriilt eldszor csiravonali hajlamosito tényezdt felfedezni. A kronikus
limfocitas leukémia (CLL) csalddi halmozddasa is régota megfigyelt és leirt jelenség,
genetikai eltérések azonban nem ismertek ebben a betegségben melyek monogénes
Oroklodés mintazat hatterében allhatnak (27). Speedy és munkacsoportja azonositott 66
csaladbol 6 esetben mutaciokat a POT1 és ACD génekben, ahol visszatéréen/familiaris
jelleggel jelent meg a CLL. Mind a két gén a telomérak fenntartasaért felelds tn. Shelterin
komplex tagjai. A POT1 (Protection of Telomeres) gén a DNS telomérakra jellemz6
TTAGGG repeatekhez kotddve védi a kromoszomak végeit. Az ACD gén a Shelterin
komplex térszerkezetét stabilizald fehérjét kodol (29).

Az irodalmi ismereteink béviilésével, sziikségessé valik a diagnosztikai és

terapids aktivitds bdvitése is. A familiaris myeloid korképek mar bekeriiltek a WHO

crer
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figyelemmel torténd kezelésére ¢és kovetésére, kiilonds tekintettel a csontveld

transzplantacio és a tiinetmentes mutacio hordozok kérdéskorében (30).
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[1.5. Familiaris myeloid korképek

11.5.1 Klasszifikacio

A 2016-os WHO Kklasszifikacid egyik legjelentdsebb valtozasa az volt, hogy a
myeloid rendszer betegségei kdzt megjelent egy 1j kategoria: a myeloid neoplazmak
csiravonali hajlamositdé tényezOvel clnevezéssel. A klasszifikacioban ez a kategoria
foglalja 6ssze, és rendszerezi klinikai, illetve patologiai jellemzOék szerint az elmult
évtizedben megismert Orokletes korképeket. A klasszifikacio az MDS-t tovabbra is
dontden sporadikus korképnek irja le, a familiaris MDS diagnézisanak leirasat pedig nem
az Oroklési mintdzathoz, hanem a mutacié kimutatdsidhoz koti, felhivva a figyelmet
pozitivitas esetén a kozeli rokonok, a csalad tobbi tagjanak vizsgalatara is (6). A 2016-0s
WHO Kklasszifikacidban megjelend familiaris myeloid kérképeket, a 4. tablazat foglalja
Ossze. Munkank soran ennek sorrendje szerint haladunk végig az egyes korképek

ismertetésén.

4. Téablazat: Myeloid korképek familiaris prediszpozicioval
Entitas
Myeloid tumor csiravonali mutacioval, megelézo betegség nélkiil
AML a CEBPA gén mutaciojaval
AML/MDS a DDX41 gén mutaciojaval
Myeloid tumor megel6z6 vérlemezke funkcidzavarral
AML/MDS a RUNX1 gén mutaciojaval
AML/MDS az ANKRD26 gén mutacidjaval
AML/MDS az ETV6 gén mutaciojaval
Myeloid tumor cytopéniaval/csontveld kimertiléssel
AML/MDS a GATA2 gén mutacidjaval
AML/MDS csontveld kimeriiléssel (TERT/TERC gének
JMML neurofibromatézissal a Nooan Szindroma részeként
Noonan szindroma szerii korképek
AML/MDS Down szindroma részeként
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[1.5.2. Myeloid tumorok csiravonali mutacioval, megel6z6 betegség nélkiil

11.5.2.1 AML a CEBPA gén mutaciojaval

A CEBPA gén (CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha) egy un. leucin cipzar
motivumot tartalmazé DNS-kot6 transzkripcios faktor, mely homo-, illetve
heterodimerizalédva a DNS CCAAT motivumaihoz kdtddve a génatiras szabalyozasaban
jatszik szerepet. A myeloid progenitor sejtek érésében jatszott f6 szerepe a proliferacio
leallitasanak szabalyozasa. (31). A CEBPA gén terméke egy 42 kD méretli fehérje
melynek inzercios/delécios (in/del) mutacidi érinthetik a fehérje N-termindlis részét,
melynek kovetkeztébengatlodik a dimerizacio, illetve a C-terminalis részét, mely a DNS
kotéséért felelds (3. abra) (32). Sporadikus AML 1n. citogenetikai aberraciot nem
hordoz6 csoportjaban (CN-AML) a betegek mintegy 6-10%-a hordozza a CEBPA gén
,»single” CEBPA mutaciordl beszéliink, ha mind a két régid érintett akkor az elnevezés
biallélikus vagy un. ,,double” CEBPA mutacio. A biallélikus CEBPA mutaciét hordozo
sporadikus AML egy uj, kiilonallo csoport (dmMCEBPA AML) a 2016-os WHO
klasszifikacioban, amely klinikailag kedvezo6 korlefolyassal tarsul (5, 6, 33).
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3. abra: A: A CEBPA fehérje vazlatos szerkezete ¢és leggyakoribb mutacioinak lokalizacioja.
TA: transzaktivacids domén, LzipD: leucin cipzar motivumot tartalmazé domén, DBD: DNS koto
domén. A mutaciok jellegzetesen in/del tipustak és a gén N, illetve C-terminalisan helyezkednek
el. B: A mutans allélrdl atir6do trunkalt CEBPA fehérje dominans negativ hatast fejt ki az ép
allélrol atirodora és akadalyozza a transzkripcid szabalyozasat (Forrds: Smith et al, NEJM 2004).

A CEBPA génben el6forduld csiravonali mutaciokat 2004-ben fedezték fel egy
csaladban, ahol 3 generacioban is megjelent az AML fenotipusa, fiatal életkorban (12).
A késObbiekben egyidében tobb tanulmany is alatamasztotta hasonlo fiatal kori, csaladi
munkacsoport is vizsgalta a CEBPA mutaci6 el6fordulasat és a csiravonali komponens
meglétét AML-ben. Pabst ¢s munkacsoportja 187 AML-ben szenvedd beteget vizsgalva
18 betegben talalt CEPBA mutéciot. 2 esetben csiravonali N-termindlis és szomatikus C-

terminalis mutaci6 eredményezte a biallélikus CEBPA mutacio kialakulasat, felvetve a
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gondolatot, hogy a betegség patogenezise soran az Orokletes komponens mellett a
leukemogenezis sordn jelenik meg a masik allél mutécioja, ¢s a CEBPA mutaciot hordozo
esetek akar 11%-a familiaris eredetii lehet (89). Tawana és munkatarsai egy nemzetkozi
kollaboraci6é kapcsan 10 csaladot azonositott, ahol csiravonali CEBPA mutécio allt a
csaladon beliil halmoz6dd AML hatterében. Egy esetben a betegség relapszusakor eltérd
C-terminalis mutaciot azonositottak, mely arra utal, hogy a betegség két stadiumat két
fiiggetlen sejtklon hozta 1étre (36). Mindezek alapjan a 2016-os klasszifikacioban
mutatd monogénes korkép, mely 100%-os penctranciaval hozza létre a malignus
fenotipust.

A CEBPA mutéciét hordozo sporadikus és familiaris AML jellegzetesen FAB M1
¢s M2 morfologiaval tarsul, diszplasztikus vondsok nélkiil, az esetek egy részében
aberrans CD7 expresszioval (37). A sporadikus dmCEBPA AML-ben klinikailag
jellemzd a fiatal ¢€letkor, az egyéb altipusokhoz hasonlitva magasabb fehérvérsejt szam
és a kedvezdébb korlefolyas (38). A CEBPA gén mutacidjat hordozé familiaris AML
patoldgiai és klinikai sajatossdgai nem kiillonboznek a sporadikus formatol, a betegség
kemoterapia szenzitiv, azonban relapszus esetén a kemoterdpia szenzitivitas és a teljes
talélés magasabb, mint a sporadikus dmMCEBPA AML-ben. Ennek magyarazata a fenti
biklonalis teéria, mely a relapszust inkabb masodik de-novo AML-nek tekinti (36).
A CEBPA mutaciot hordozo familiaris AML mai felfogas szerinti egyetlen definitiv
gyogyitasi lehetésége az Gssejt-transzplantacio. A betegség karakterisztikajabol fakaddan
a genetikai vizsgalat és igy az orokletesség felderitése jelen betegség esetében az AML
diagnozisa utan torténik meg. Tekintetbe véve az Ossejt-atiiltetés és a tlinetmentes
hordozok kovetésének szabalyait, a csiravonali CEBPA mutaciot hordozo AML-ben
szenvedd betegek valamennyi egyenes agi rokonat genetikai vizsgélatnak kell aldvetni.
Testvér illetve rokon csak abban az esetben johet szoba csontveldi dssejt donorforrasnak,

ha mutaciohordozo statusz el6zetesen kizarasra keriilt(39).
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11.5.2.2 AML a DDX41 gén mutaciojaval.

A DDX41 gén (DEAD box protein 41) mutacidja az egyik legfrissebben
felfedezett genetikai eltérés familiaris MDS/AML hatterében (17, 18). A géntermék egy
evolucidsan erésen konzervalt Asp-Glu-Ala-Asp motivumot tartalmazo, vélhetéen RNS
helikaz fehérje (4. abra). A sejtbiologiai funkcidja az RNS molekula érésében,
masodlagos struktirajanak kialakitasaban, splicing-jaban és a riboszoma RNS komplex
kialakitasaban van (40). Ismereteink szerint az RNS helikazok mutacids érintettsége
sporadikus MDS-ben és AML-ben alacsony (17). Familiaris halmozodast mutatd
MDS/AML hatterében eldszor 2015-ben keriilt leirdsra. Polprasert és munkacsoportja az
altaluk vizsgalt 7 csaladban, melyben tobb generacioban eldfordult MDS/AML, talalta
MDS/AML-re 8  tovabbi  csiravonali DDX41  mutaciot  azonositottak.
A csiravonali mutaciot hordozo esetek mintegy felében primer, illetve MDS talajan
kialakul6  AML jelent meg, mig a tobbi esetben MDS. 7 esetben taldltak komplex
citogenetikai eltéréseket, a betegek atlagéletkora 67 év volt. A betegség lefolyasa a 19
csiravonali DDX41 mutaciét hordozd betegben kedvezdtlennek bizonyult.
tumorsejtekben, mely alapjan a klasszikus Knudson hipotézisnek megfeleléen a DDX41

egy tumorszupresszor gén, melynek csiravonali mutacidja haploinszufficienciahoz,

crer
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V¥ Frameshift mutacid M Missense mutécié
4. abra: A DDX41 fehérje vazlatos szerkezete és a mutacidéinak

elhelyezkedése. DBD/ATPB: Dead-Boksz domén/ ATP kot6 domén,
Helicase: RNS helikdz domén, ZnF: cinkujj motivumot tartalmazé domén
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2016-ban Lewinsohn ¢és munkacsoportja 9 csaladot azonositott csiravonali
DDX41 mutacioval, melynek soran 5 esetben 0j tipusii mutaciot irtak le. A csaladok
kozott valtozatos karakterisztikdji MDS/AML jelent meg, illetve egy esetben familiaris
follikularis limféma volt azonosithatd. Tanulmanyukban felvetették, hogy a kiilonb6z6
DDX41 mutaciok tipusa befolyasolja a betegség viselkedését. Két esetben ugyanis, ahol
az altaluk Gjonnan azonositott, a helikaz domént érintd6 mutacidt talaltak, heveny
lefolyasu, fiatalabb életkorban kialakulo MDS/AML-t lattak. A vizsgalt betegekben az
elsé fenotipus az MDS megjelenése volt, nem eldzte meg a betegség kialakuldsat

periférias vérképeltérés (41).

[1.5.3. Myeloid tumorok megel6z6 vérlemezke funkcidzavarral

11.5.3.1. AML/MDS a RUNX1 gén mutacidjaval

A legrégebben felismert o6rokletes hematologiai korkép a familiaris vérlemezke

funkciozavar, fokozott MDS/AML rizikoval (az angol nyelvii irodalombdl atvéve: FPD-
AML).
Luddy és munkacsoportja irta le 1978-ban a ,fatilis kimenetelli myeloproliferativ
korképet” mely trombocitopéniaval jart egyiitt (42). Dowton és munkacsoportja alapos és
mélyrehato kutatassal feltart egy csaladfat, melyben tobb generacion keresztiil visszatérd
vérzékenységi zavarok és hematologiai daganatok fordultak eld (9). Egy évtized multan
sikeriilt azonositani ebben a csalddban kapcsoltsdgi analizissel a 21-es kromoszéma
azonositotta a fenti kromoszoma régioban elhelyezkedd RUNX1 kandidans gént a
szindroma hatterében (11).

A RUNX1 gén a core binding factor (CBF) heterodimér képz6 transzkripcios
faktor komplex alfa alegységét kodolja. Ez a transzkripcios komplex felelés szamos gén
programozott atirodasaért, mely a hemopoézist irdnyitja. Kiilonleges szerepet tolt be a
megakariocytdk érésében, igy a vérlemezkeék szamanak és funkcidjdnak fenntartdsdban
(44). Sporadikus AML-ben és MDS-ben is gyakran érintett gén, mig az eldbbiben

transzlokacié kapcsan, az utobbi korképben fbleg pontmutaciok révén (45).
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A legrégebben felfedezett familiaris szindrémaként az irodalma is igen széleskord,
legalabb 30 jol dokumentalt csaladot ismeriink napjainkig (46-57). Az eddig azonositott
mutaciok dontéen a DNS kotéséért és a dimerizacidért felelos Runt doménben
helyezkednek el, a mutaciok tipusa viszont igen szertedgazd. Pontmutacid, in/del tipusu
mutacio, stop kodont eredményez6 mutacid és nagyobb génszakaszt érintd delécio is

eléfordul az eddig megismert esetekben (5. abra) (48).
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Hemopoetikus differenciacio
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RUNX1 Riboszéma biogenezis
P53 és TGFbéta jelatvitel

5. abra: A: a RUNXI fehérje vazlatos szerkezete és a mutacioinak elhelyezkedése. RUNT:
az igen konzervalt, DNS kot6 és dimerizacioért felelds Runt domén. TAD: transzaktivacios
domén. B: a RUNXI1 a CBF (core binding faktor) transzkripcios komplex részeként a DNS-
hez kotédve szamos sejtszintii programot aktival (forrds: Sooed et al, Blood 2017).

A RUNX1 mutéaciot hordozd betegekben valtozatos sulyossdgi enyhe, vagy
szubklinikai vérzészavar, valtozatos vérlemezke szambeli és szerkezeti eltérések
fordulnak el6. A mutaciot hordozé egyének vérlemezke szama altalaban 80-100 G/L
kozotti és gyakran fordulnak elé vérlemezke-aggregacios zavarok is (58).
Az irodalomban fellehetd csaladokban igen valtozatos myeloid és limfoid korképek

fordultak el6, s6t adott csaladon beliil akar tobb eltéré hematologiai malignitas is
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megjelenhetett, mely egyfeldl felveti a kiilonb6zé RUNX1 mutaciok szerepét, masfel6l az
addicionalis  kooperaldé mutaciok fenotipus modositdé  hatasat (56, 59).
A leggyakrabban megfigyelt malignus fenotipus az MDS, illetve ennek talajan kialakult
szekunder AML (50, 57). A RUNX1 génmutacidval karakterizalhaté FPD-AML egyik
legkarakterisztikusabb ismertetéje, hogy a malignus fenotipus igen valtozatos
penetranciaval jelenik meg egy adott csalddon beliil is. Ennek hatterében feltételezett
jelenség, hogy a RUNX1 mutéicioja 6nmagéban nem elég malignitas kialakitdsahoz, a
kornyezetet azonban megteremti Ujabb kooperdld muticiok megjelenéséhez, melyek
végiil kialakithatjak a malignus fenotipust. Jelen dolgozat egyik kiemelt témaja az FPD-
AML hatterében 4all6 mésodlagos genetikai eltérések ismertetése ezért ezzel kiilon
fejezetben foglalkozunk.

Klinikailag a valtozatos lefolyas, az enyhe vagy sokszor szubklinikai
vérzészavarok miatt a szindroma 4altaldban az MDS/AML megjelenése, familidris
halmozo6dasa miatt keriilt felfedezésre. Mivel nem egyféle myeloid betegséget alakit ki a
RUNX1 csiravonali mutacioja, kezelése a betegség formajatol fiigg. Altalanos érvényi,
hogy MDS-ben illetve szekunder AML-ben csak a csontveld-transzplantacio jelenthet
definitiv megoldast, &m a szoba jovo csalddon beliili donorok eldzetes genetikai szlirése
elengedhetetlen. A tiinetmentes mutacio hordozod egyének kérdéskore egy specialis
probléma jelen esetben, mivel az irodalmi adatok alapjan valtozatos valoszinliséggel
szamithatunk a malignus fenotipus megjelenésére. Javasolt a mutaciot hordozo,
klinikailag tiinetmentes egyénekben is a csontveld biopszia elvégzése (30). Latger-
Cannard és munkatarsai megfigyelései alapjan mar ezen egyénekben is megfigyelhetdek
finom diszplasztikus eltérések a megakariocyta vonalon (58). A hordozok szoros

hematoldgiai kontrollja és vérkép eltérések esetén a csontveld biopszia ismétlése javasolt.
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11.5.3.2. AML/MDS az ANKRD26 gén mutacidjaval

Az ANKRD26 mutécidit 2011-ben azonositottak, a 2.-es tipusu autoszomalis
dominans 6roklédésii familiaris trombocitopénia (THC2) hatterében (13). Az ANKRD26
altal kodolt fehérje egy ankyrin repeat domént tartalmaz, mely géncsalad tagjai fehérje-
fehérje interakciokban jatszanak szerepet. Az ANKRD26 fehérje a RUNX1 és FLI1
(,friend leukemia integration 1 transcription factor”) transzkripcios faktorokat képes
kotni, melyek szabalyozzak a megakariocyta formacidt. A Pipucci és munkacsoportja
altal felfedezett 5° UTR régioba esé mutaciok eredményeképpen a fehérje elvesziti a
képességét a RUNXI1 ¢és FLI1 fehérjék megkotésére, mely a megakariopoézis
karosodasahoz vezet (6. abra). A gén fokozott expresszidja tovabba fokozott
thrombopoetin receptor (TPO-MPL) aktivaciohoz vezet, mely a vérlemezkék kialakulasat
gatolja (60).

5'UTR

e i 0 —— |

Ankyrin-repeat

B Missense mutécio

6. abra: ANKRD26 fehérje vazlatos szerkezete és a nem transzlaléodo régiéba eso
mutaciok elhelyezkedése. UTR: nem transzlalodo génrégio, az eddig leirt muticiok nem a

s

transzlal6do régioban helyezkednek el. Ankyrin-repeat: ismétlodé szerkezetii domén, mely
a szupercsaladra jellemz6. Coiled-Coil: alfa hélixek altal 1étrehozott strukturalis motivum a
fehérjében.

A 2-es tipusi familidris trombocitopénia csokkent vérlemezke szdmmal,
megtartott vérlemezke térfogattal €s emelkedett TPO szinttel, megnyult risztocetin iddvel
jaro korkép. A csontveldi mintavétel soran altalaban diszplasztikus vonésok figyelhetéek
meg a megakariocyta vonalon (61). A klinikai tlineteket a valtozatos sulyossagu
vérzészavar domindlja. A korkép megjelenésének indoka a 2016-os WHO
klasszifikacioban az, hogy ezen tiineteken és jellemzokon feliil a betegekben fokozott
AML riziko6 all fenn, habar kisebb pentranciaval mint FPD-AML-ben (62). A THC2-ben

szenvedd betegek hematologiai kovetése ¢és gondozasa fokozottan indokolt, a
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vérzékenységen til a vérkép monitorozasan at, varva egy esetleges malignitas

megjelenésére.

11.5.3.3. AML/MDS az ETV6 gén mutacidjaval.

A familiaris vérlemezke funkcidzavar talajan kialakuld6 hematologiai daganatok
csoportjanak harmadik, legfrissebben felfedezett tagja az ETS szupercsaladdba tartozo
transzkripcids faktor ETV6. A gén terméke két funkciondlis alegysége a fehérje-fehérje
interakcioért felelds PNT domén és a C-terminalis DNS kot6 domén (7. abra) (63).
A transzkripcids faktor miikodésének szerepe van a hemopoézisben €és a prenatalis
vaszkulogenezisben. A feln6tt csontveldben a megakariocyta sejtvonal érésében jatszik
szerepet, egyéb sejtvonalakon funkcidja még ismeretlen (64). 2015-ben tobb
munkacsoport is azonositotta csiravonali mutacio6it olyan csaladokban, ahol halmozottan
jelent meg vérlemezkeszam-eltérés, funkcidzavar, valtozatos fokt vérzékenység és
kiilonféle malignus tumorok, kozottiik jellemzden leukémiak és szolid tumorok (14, 65).
Tovabbi munkacsoportok azonositottak a gén mutéacioit akut limfoid leukémia (ALL) és
valtozatos vérzékenységi zavarok csaladi halmozodasanak hatterében (66, 67) is.
Moriyama ¢és munkatarsai vizsgaltdk az ETV6 mutéacio eléforduldsat egy kiterjesztett
4406 beteget tartalmazd ALL betegcsoporton, és 35 betegben talaltdk meg ennek
csiravonali formajat (66). Mindezek alapjan az ETV6 csiravonali mutacioja valtozatos
klinikumu vérzékenységet hoz 1étre és valtozatos hematoldgiai és nem hematologiai

malignitasra hajlamosit.

B Missense mutdcio
7. abra: Az ETV6 fehérje vazlatos szerkezete és az eddig megismert mutaciok

elhelyezkedése. PNT: N-terminal pointed domén: fehérje-fehérje interakcidokban résztvevo
alegység. ETS: DNS felismero és megkoto alegység.
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11.5.4. Myeloid tumorok citopéniaval/csontveld kimeriiléssel

11.5.4.1. AML/MDS a GATA2 gén mutaciojaval

[ SV4

»csoportja” a GATAZ csiravonali mutacioval jellemezhetd familiaris MDS/AML. A gén
mutacioinak felfedezése szimultan tortént meg tobb, részben immunologiai, részben
hematologiai korképben. A gyermek/fiatalfeln6tt korban kialakulo familiaris MDS/AML,
a mMonoMAC-szindroma, DCML-deficiencia és az Emberger-szindroma ritka,
autoszomalis dominans Oroklédésti korképek, melyek hatterében a GATAZ gén
csiravonali mutacioja all (68-71). A monoMAC-szindrobma (monocytozis,
Mycobacterium avium fertézéssel), és a DCML-deficiencia (dendritikus sejt, monocita,
limfocita hidny) szines immunolégiai kérképek, melyekben az adott sejtféleségek hianya,
rekurralé atipusos infekciok, visszatéré anogenitalis szemolcsok, Mycobacterium
fert6zések, illetve az Emberger-szindromaban generalizalt limfédéma jellemz6. Ezen
kiilonleges tiinetek és szindromak fokozott MDS/AML rizikoval tarsulnak (72). A
malignus fenotipus megjelenhet azonban olyan forméban is, melyet nem el6z meg

jellegzetes immunologiai tlinetegyiittes (Un. ,tiszta” familidris AML a GATA2 gén

crer

crer

tovabb bodvitve a szines és valtozatos korcsoportot (75, 76).

A GATA2 gén egy cinkujjas DNS kotd motivumot tartalmazod transzkripicos
faktor, mely a hemopoézis tobb szakaszaban is szerepet jatszik a sejtek érésében, valamint
a nyirokérhalozat kialakulasaban (77). A hemopoetikus Ossejt szintjén, a feln6tt
csontveldben is, szerepet jatszik a folyamatos 6nmegujitd képesség fenntartasaban, az
érett sejtekben pedig fokozott expresszioja figyelheté meg a megakariocitakban és a
monocitakban (72). Az eddig leirt csiravonali nonszenz és frameshift mutaciok féként a
cinkujj domént kodold génrégiot érintik (8. abra) (69). Spinner és munkacsoportja 57
GATA2 mutaciot hordozo beteg klinikumat tekintette at, 32%-ban talaltak rekurralo virus
fert6zéseket, 28%-ban atipusos Mycobacterium fert6zést, MDS/AML pedig 21%-ban
fordult eld, dontéen az elsd két életévtizedben.

A betegek tobbségében a tiineteket megel6zden kimutathatd volt monocitopénia, T és NK
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limfocitopénia. A malignus fenotipus megjelenésének valdszinlisége gyermek illetve
fiatal felndttkorban 70% (78). A csiravonali GATA2 mutacioét hordozd betegekben
kialakulo csontveldi eltérések a malignitas megjelenésekor a hipocellularis vérképzés,
illetve a  megakariocita  sejtvonalat  érint6  diszplasztikus ~ vonasok.
A progresszidhoz tarsuld leggyakoribb szekunder genetikai eltérés a 7-es kromoszoéma

monoszomiaja, illetve az ASXL1 gén mutacidja voltak (73, 75, 78).

A
o mis i 4P
V| B N
V¥ Frameshift mutacio M Missense mutacio B Stop kodon mutacié
B
N-finger C-finger

GATA-2

8. abra: A: A GATA2 fehérje vazlatos szerkezete és az eddig megismert mutaciok
leggyakoribb elhelyezkedése. ZF: cinkujj domén. B: A cinkujj domének térbeli elrendez6dése
a fehérjében, valamint a leggyakoribb poszttranszlacios foszforilacids és acetilacios pontok
melyek a fehérje miikodését modositjak (Forras: Katsumura et al, Blood 2017).

A fenti tanulmanyokat megerdsitve Wlodarski és munkacsoportja 456 MDS-ben
szenvedd gyermek retrospektiven dsszegyiijtott mintdibol vizsgalta a GATA2 mutaciok
eléfordulasat, amit az Osszes eset 7%-ban taladltak meg. Az esetek tobbségében nem
talaltak familiaris halmozodast, ellenben az esetek felében monoMAC-szindroma vagy
DCML-deficiencia el6fordult az anamnézisben. A GATA2 mutaciot hordozé6 MDS-ben
70%-ban volt jelen a tumorsejtekben a 7-es kromoszoéma monoszomidja (15).
A munkacsoport adatai alapjan a GATA2 mutaciot hordozé gyermekkori MDS-ben

magasabb progresszids rata, és kedvezdtlenebb a korlefolyds mint a sporadikus
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esetekben. Ezek alapjan, mivel a gyermekkori csontveld-transzplantacid kimenetele -
koszonhetden a korszerli szupportacios eljarasoknak - vilagszerte egyre kedvezobb, a
minél korabbi autoldog Ossejt-atiiltetés javasolt a csalddon beliili széba jovo donorok

elézetes szlirését kovetden (15).

11.5.4.2. AML/MDS csontvel6 kimeriiléssel (TERT/TERC gének mutacioja)

A telomer régiok a kromoszomak végein elhelyezkedé DNS-fehérje komplexek,
melyek a DNS specifikus TTAGGG ismétlddéseihez kapcsolddo fehérjékbdl allnak (9.
abra). A DNS atir6daskor a telomérak egyre rovidiilnek, majd egy kritikus hosszt elérve
aktivaljak a p53 fiiggd apoptozis jelatvitelt, mely a sejt programozott halaldhoz vezet.
A telomeraz fehérjekomplex a TERT, TERC, Dyskerin, GARL1, NHP2, NOP10
fehérjékbdl allo egység, mely egy RNS templatot hasznalva ,,visszairja” a telomér
végeket, igy fenntartva a folyamatos sejtosztodas lehetdségét (16). A hemopoetikus
sejtekben és a legtobb daganatféleségben a telomeraz komplex konstitutivan aktiv (79).
A telomeraz komplex tagjainak mutacioi jellegzetes orokletes korképeket hoznak 1étre,
mint példaul a dyskeratosis kongenita (DC), melynek autoszomalis dominans, recessziv
¢és X-hez kotott formaja is 1étezik a telomeraz biolodgiat érintd kiilonb6zé mutacioi altal
létrehozva (a felsorolastol jelen tanulmanyban eltekintiink) (16, 80). A komplex tagjainak
leggyakrabban érintett génjei a TERC (RNS templat) és TERT (reverz transzkriptaz)
gének, melyek a klasszikus DC fenotipustol eltérden (fiatalkorban megjelend bortiinetek,
nyalkahartya 1€ziok, koromdisztrofia, pancitopénia, tiidéfibrozis jellemzéen a DKC1 és

cyey

aplasztikus anémiat és ,,tiszta” familiaris MDS/AML-t is, heterozigota érintettség esetén
(81, 82).

A TERC vagy TERT mutaciot hordozod betegek valtozatos életkorban és
penetranciaval lehetnek érintettek. A patologiai jellemzOk a valtozatos sulyossagu
citopénia, leggyakrabban anémia ill. trombocitopénia, makrocitdzis, hipocellularis
vérképzés, vagy aplasztikus csontvelé. Erdekes klinikai megfigyelés, hogy az érintett
csaladokban a betegség lefolyasa generacionként egyre sulyosabb, ami a telomerhossz

progressziv csokkenésével magyarazhato (83). Ezen betegségcsoport kiilonleges klinikai
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crer

mellékhatasok, melyek az Ossejt-transzplantacionak sulyos szovédményei lehetnek

(tiid6fibrozis, venoocclusiv betegség) (84).

Telomerase RNP

Teloméra

9. abra: A TERT és TERC fehérjék miikodése: a dyskerin komplexszel egyiittesen
védik a DNS végén elhelyezkedd telomérakat, melyek a DNS osztodasa kapcsan
rovidiilnek. A telomeraz komplex mutacio kapcsan torténi karosodasa a replikacio
sordn a teloméra végek rovidiilésehez és a programozott sejthalal beindulasdhoz vezet
(Forrasok: Bessler et al, Haematologica 2007, valamint Armanios et al, Annu Rev
Genomics Hum Genet, 2009).
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I1.6. Familiaris myeloproliferativ korképek

A myeloproliferativ korképek mara (MPN) egy genetikailag teljesen megismert
¢s jol kategorizalhatd betegségcsoportta valtak. Klasszikusan Philadelphia kromoszéma

(Ph) pozitiv és negativ korképekre oszthatjuk fel a betegségcsoportot (5. tablazat).

5. Téablazat: Myeloproliferativ korképek

Altipus Genetikai eltérés
Kroénikus myeloid leukémia (CML) BCR-ABL
Policitémia vera (PV) JAK2

Primer myelofibrozis (PMF) JAK2, CALR, MPL
Esszencialis thrombocitémia (ET) JAK?2, CALR, MPL
Masztocitozis KIT

MPN nem klasszifikalhato (MPN-NOS) -

A Ph negativ koérképekben leggyakrabban el6forduld mutaciok a JAK2, CALR és
MPL gének mutacioi, melyek a JAK-STAT jelatvitel fokozott aktivaciojan keresztiil a
myeloid sejtvonal tulburjanzasat eredményezik (6). Ezen korképek mintegy 10%-aban
megfigyelhet6 a familiaris halmozodas a fenti gének csiravonali mutacioi nélkiil (85). A
familiarisan halmoz6dé myeloproliferativ neoplazmakban ugyanazon szomatikus
mutaciok fordulnak eld, mint a sporadikus formdkban, autoszomalis O6roklésmenetet
mutatnak, alacsony penetranciaval, a csiravonali hajlamosito tényez6 azonban nem ismert
(85). Felvetddott ezen esetek hatterében az un. JAK2 46/1 haplotipus elnevezésii SNP
(,,single nucleotide polymorphism”) 6sszetétel, mely a feltételezések szerint hajlamosit a
JAK2 V617F mutacio kialakulasara. A JAK2 génben elhelyezked6 4 db SNP-bdl (single
nucleotide polymorhism) all6 Gn. GGCC kombinacio (rs3780367, rs10974944,
rs12343867, rs1159782) jelenléte ugyanis fokozott rizikoval jar a JAK2 V617F mutacio
megjelenésére és az MPN kialakulasara (86). Megfigyelték tovabba a TERT gén egy
polimorfizmusanak gyakori tarsulasit MPN kialakuldsaval, bar ezen polimorfizmusok
nem magyarazzak az Osszes familiaris halmozodast (87). A JAK-STAT jelatvitelben
szerepet jatszo egyéb fehérjék génjeinek mutacidi is ismertek az MPN irodalméban.

Harom munkacsoport egymastol fliggetleniil fedezte fel és irta le a JAK2 jelatvitel egyik
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negativ regulatoranak, az SH2B3 (LNK-ként is ismert) génnek mutacioit Ph negativ, JAK2
V617F mutaciot nem hordoz6 MPN-ben, mely az esetek mintegy 6%-ban fordulhat el6
(88-90). Koren-Michowitz és munkacsoportja kimutatta, hogy a mutaciok
funkciovesztést eredményeznek és a JAK-STAT jelatvitel tulaktivalodasahoz vezetnek
(92).

Saliba és munkacsoportja 2015-ben azonositotta az els6 olyan csiravonali eltérést,
mely az altaluk vizsgalt csaladok esetében a familiarisan halmozodé kiilonb6zé MPN
tipusok hatterében allt. A szerzok 4 csaladot azonositottak, ahol nagy penetranciaval
jelent meg az ET fenotipusa, illetve szekunder AML. A vizsgalt betegek tumormintaiban
kiilonb6z6 szomatikus mutacidkat azonositottak (JAK2, CALR etc.) azonban a vizsgalt
betegekben, valamennyi esetben a 14q32.2 kromoszoma régié mintegy 700 bazispart
érintd tandem duplikdciojat figyelték meg. A régidban elhelyezkedd gének koziil kettd, a
GSKIP illetve az ATG2B expresszalt myeloid tumorokban. Sejt kisérletekben kimutattak,
hogy fokozott TPO receptor szenzitivitassal jar egyiitt és a JAK2, CALR, MPL mutaciot

hordoz6 sejtek klonalis dominanciajaval tarsul (92).

srer

crcr

résztvevd komplex része, mely a fehérjék endoplazmas retikulumba torténd

transzportalasaban vesz részt. A korkép irodalma ma még kevéssé ismert, ez idaig

crcr

AA/MDS hatterében (20).
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[1.8. Szekunder genetikai eltérések megismerésének torténete FPD-AML-ben

Jelen dolgozat egyik f6 témaja a korabban részletezett FPD-AML hatterében allo
1j, kooperald6 mechanizmusok leirasa egy modell csalad segitségével. Mint ismeretes a
igen valtozatos (~40%) penetranciaval jelenik meg. Mig egyes egyénekben szubklinikai
vérlemezke funkciézavart okoz, addig mas esetekben nagy penetranciaval AML
megjelenését okozza, eldzetes tiinetek nélkiil (58). Ezen jelent6s klinikai heterogenitas
mar régodta felvetette a lehetdségét, hogy a betegség kialakitdsaban szerepe van az eltérd
RUNX1 mutaci6 tipusoknak, illetve kiilonboz6 kooperald genetikai mechanizmusoknak.
Ezen hipotézist latszik alatamasztani az a felfedezés, mely szerint a mutdns RUNXI
fehérje egyes esetekben csak funkciokiesés miatt kdrosodott, addig mas esetekben
dominans negativ hatast tud kifejteni a vad allélrol atirddo fehérjére (58, 59).

Az FPD-AML-ben kooperald mutaciok ¢és mechanizmusok irodalma is
de a szekunder eltérésekrol még kevés informacié all rendelkezésre. Preudhomme és
munkacsoportja kimutatta, hogy a progresszio hatterében allo leggyakoribb eltérés a vad
tipusu RUNX1 allél érintettsége, bar ez nem minden esetben taldlhaté meg a hattérben
(57). Antony-Debre és munkacsoportja 15 csaladot vizsgalt, ahol 10 betegben alakult Ki
AML melyekben minden esetben érintett volt a vad RUNXL1 allél is, vagy a 21-es
triszomia kapcsan a mutans RUNX1 allél duplikacidja volt megfigyelhetd (93).

Habar a kooperald6 mechanizmusok megismerése még korantsem teljes, igy is
kezd kibontakozni egy igen ¢érdekes bioldgiai viselkedésii betegségcsoport.
A mechanizmusok megismerése nem csak ennek az immaron a WHO klasszifikacioban
is megjelend betegségnek a megértéséhez, hanem a sporadikus leukémia

patomechanizmusainak tisztazasahoz is elvezethet.

Hazankban a familiaris hematologiai korképek felismerése és genetikai jellemzése
napjainkig még nem tortént meg. Munkacsoportunk ezért célul tizte ki myeloid
hematologiai daganatok halmozddasat mutatd csalddok dokumentalasat és részletes
genetikai jellemzését, valamint e teriilettel kapcsolatos ismeretek és genetikai vizsgalatok

meghonositdsat Magyarorszagon.
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1. Célkitiizések

e Munkacsoportunk célul tiizte ki a familiaris myeloid hematologiai daganatok

eléfordulasanak vizsgélatat Magyarorszagon,

e Az Gjonnan azonositott esetek hatterében feltehetden allo 6roklédd genetikai

eltérések vizsgalatat,

e Valamint, egy modellként hasznalt FPD-AML csaladban azonositani kivantuk a
nagy penetrancidval megjelend malignus fenotipus hatterében all6 szekunder,

kooperald genetikai eltéréseket.
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1V. Modszer

IV.1. Azonositott familiaris myeloid esetek

Munkénk sordn négy olyan csalddot azonositottunk, ahol tobb mint egy elséfoka
rokonban fordult el6 myeloid malignitas. Ezen csaladok genetikai hatterét vizsgaltuk az
ismert 6roklédd variansok vonatkozdsaban.

I. csalad: Az elsé altalunk azonositott és vizsgalt csalad (l.) két gyermekét
kovettek vérlemezkeszdm-csokkenés miatt. Szimultan észlelték mindkettdjiikben
myelodiszplazias szindroma (MDS) kialakulasat, 14 valamint 10 éves korban. Jelenleg
szoros megfigyelés alatt allnak.

II. csalad: Az altalunk azonositott és vizsgalt masodik csaladnal (I1.) harom
testvér érintett MDS altal. Az els6 gyermeket 18 éves koraban pancitopénia, anémia miatt
vizsgaltak. Csontveld biopszidja hypocellularis csontveldt igazol, megaloblasztoid
vorosveértest-képzéssel. Idegen donoros Ossejt transzplantacion esett at, betegsége
jelenleg kovetés alatt all. A lednygyermek 24 éves testvérét donorkeresés kozben
vizsgaltak. Klinikailag tiinetmentes volt, vérsejtszamai normal tartoméanyban voltak, de a
csontveld vizsgalata finom diszplasztikus eltéréseket mutatott. A csalad legfiatalabb, 15
éves gyermeke nyirokcsomd-megnagyobbodas miatt keriilt klinikailag figyelembe, a
terhelt csaladi anamnézis miatt, bar vérképeltérése nem volt, csontveld-biopsziat
végeztek és esetében is korai diszplasztikus eltéréseket figyeltek meg.

II1. csalad: A harmadik vizsgalt csaladban (I11.) akut myeloid leukémia (AML)
halmozodésa figyelhetd meg tobb generdcion keresztiil. A klinikai figyelembe kertilt
beteget 82 éves koraban diagnosztizaltak AML-lel, mely citogenetikai eltéréseket nem
hordozott, szovettanilag FAB M6 kategoriaba volt sorolhatd. Id6sebb férfitestvérét 53
éves koraban, fiatalabb nétestvérét pedig 57 éves koraban diagnosztizaltak AML-lel.
Edesanyjuk 64 éves koraban szintén AML-ben szenvedett.

IV. csalad: A negyedik vizsgalt csaladban (1V.) 4 gyermekben alakult ki MDS
vagy AML. A gyermekek koziil egy dizigota ikerpar mindkét tagja igen heveny lefolyast
MDS-bél transzformalt AML-ben hunyt el 5 éves korukban. Tiz év elteltével
testvériiknél, a csalad legfiatalabb gyermekénél, akit trombocitopénia miatt kdvettek

szintén heveny lefolyasi AML jelentkezett (5 éves koraban), idegendonoros &ssejt-
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transzplantacion esett at, majd betegsége relabalt, ezutan koldokzsinorvér &ssejt
transzplantacion esett at. Jelenleg remisszidban van. Novére, a csalad harmadik gyermeke
(jelenleg 17 éves) a donorsziirés kozben esett at csontvelébiopszian, mintaiban

diszplasztikus eltérések voltak lathatoak, jelenleg szorosan monitorozzak.

IV.2. Familiaris AML/MDS hatterében alldo mutaciok analizise

1V.2.1. DNS izolalas

Kiindulasi 1épésként az érintett betegek periférias vérébol, vagy csontvel6i
mintdibol DNS-t izolaltunk. A DNS izolalasahoz teljes periférias vér- vagy csontveldi
mintakbol indultunk ki, nem szeparaltunk sejtfrakciokat. Az izolalashoz a High Pure PCR
Template Preparation Kit-et (Roche, Basel, Switzerland) hasznaltuk a gyartd
utasitdsainak megfelelden. Az elucios térfogat 25-50 pl volt, a kiindulasi sejttomegtol

fiiggéen. A DNS mintakat a tovabbi felhasznalasig + 4 °C homérsékleten taroltuk.

IV.2.2. Familiaris MDS/AML gének PCR amplifikacioja

A familiaris MDS/AML-re hajlamositd mutaciok sziirése kétiranya Sanger
szekvenalassal tortént. A PCR amplifikaciohoz a primereket a Primer 3 Plus program
segitségével terveztiilk (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). A CEBPA, GATA2, RUNX1, DDX41, TERT ¢és TERC
mutacios ,,forr6 pontokra” terveztiik az oligonukleotidokat. A primerek listaja és

szekvencidja a 6. tablazatban lathato.
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6. tablazat: a mutaciok sziiréséhez hasznalt primerek listaja

Gén Primer Szekvencia (5'-3") Gén Primer Szekvencia (5'-3")

CEBPA E 1F TCGCCATGCCGGGAGAACTCTAAC TERT E 12F GGCAGGAGGCTCTTTGGAGC
CEBPA E1R AGCTGCTTGGCTTCATCCTCCT TERT E 12R CTGCAAATCCAGAAACAGGCTGT
CEBPA E 2F GCTGGTGATCAAGCAGGAGC TERT E 13F GTTCCTCTTTCTTGTTCCATCTG
CEBPA E2R CCGCCACTCGCGCGGAGGTCG TERT E 13R GGGTCAGAGGTGAGCAGAGC
CEBPA E3F GGCAGCGCGCTCAAGGGGCTG TERT E 14F GCCCATGCCCACACCCACGA
CEBPA E3R CACGGCTCGGGCAAGCCTCGAGAT TERT E 14R TTCACTCAGTCTCCTGACACAC
RUNX1 E 1F GGAAAGGGGAACAGTTAAATTT TERT E 15F GAGGGGAGCTGGGCTGGGC
RUNX1 E1R TTGGCTGTGGGTTGGTGAT TERT E 15R AGGGCTGCTGGTGTCTGCTCTC
RUNX1 E 3F GCCTGTCCTCCCACCACCCTCTC TERT E 16F CTAGGAGGGTTGGAGGATGC
RUNX1 E3R AGCTGCTTGCTGAAGATCCG TERT E 16R AGGGCTGCTGGTGTCTGCTCTC
RUNX1 E 4F GTGGGTTTGTTGCCATGAAACG TERC 1F TCATGGCCGGAAATGGAACT
RUNX1 E 4R CATCCCTGATGTCTGCATTTGTCC TERC 1R GGGTGACGGATGCGCACGAT
RUNX1 E 5F CCCAAGGAATCTGAGACATGGTCC GATA2 E 2F ACACCTCGTGGTGGGACTT
RUNX1 E5R TGTTCAGGCCACCAACCTCATTC GATA2 E2R CGCCTGGGTTCTCATCAC
RUNX1 E 6F GGGGGCCCATTCTGCTGAGAGG GATA2 E 3F CTGGTTCTGGGAGTCGTGAT
RUNX1 E6R GAGCATCAAGGGGAAACCCC GATA2 E3R ATCTGGGAAACCAACACTGC
RUNX1 E7F AATCCCACCCCACTTTACAT GATA2 E 4F GACTCCCTCCCGAGAACTTG
RUNX1 E7R CTCAGCTGCAAAGAATGTGT GATA2 E 4R GCGTCTGCATTTGAAGGAGT
RUNX1 E 8F TCCGCTCCGTTCTCTTGC GATA2 E 5F TTAGCCCTCCTTGACTGAGC
RUNX1 E8R GCTTGTCGCGAACAGGAG GATA2 E5R AGCCAAGCTGGATATTGTGG
ETV6 E1F GGGAGAGGAAAGGAAAGTGG GATA2 E 6F TGTTGCTGGAGGAAGGAACT
ETV6 E1R AACAGAGCAACTGCAACAGC GATA2 E6R GTCCTCGACGTCCATCTGTT
ETV6 E2F CCATTCCAAGCTTTCATTGTC ANKRD26 E1+5' UTR F CGGGGCTGACTTGTTATGTT
ETV6 E 2R AAAACCACCTCAGAGCTTGC ANKRD26 E1+5'UTRR GCCTACTCCAGTGGCACTCA
ETV6 E3F TTCCAGCTGTCTAACTGACAAGA DDX41 E1F CTTCACATCGGATTGGGTCT
ETV6 E3R GGGGTGTTAAAGACCAACCA DDX41 E1R TCCTCGTCGTCCTCATCTTC
ETV6 E 4F TCCCTTTCCTTTTTCTTTCCA DDX41 E 2F GCGTGAAGAGGGGAGCAG
ETV6 E4R CACGAAGAAGACCAGCTTATCA DDX41 E2R GCCCTGGTGTACTGAAGCTC
ETV6 E 5F GTCTTTCCCTCTGCTCCACA DDX41 E 3F GATCCTGACGCTGACCTTGT
ETV6 E5R GATCAGAGGGTGCATGATGG DDX41 E3R CCAGGCTCAGCTTCTTCTTT
ETV6 E 6F GCAGAAGCAGTTGCTGGATT DDX41 E 4F GGCGAGAAAGAAGAAGCTGA
ETV6 E6R GGGCAGACGTAAAAAGCAGA DDX41 E4R ATCCCTGCATGTACCATCCT
ETV6 E7F GCAGTGCCTTTTCTGAGGTT DDX41 E 5F GCAAAGAGTCTGCCAAGGAG
ETV6 E7R GGGTATCCGATAGGCAGGTA DDX41 E5R ATCCTAAGCAAGGGCAACTG
ETV6 E 8F TGGAATCTCTTACCTCCTCCA DDX41 E 6F ATGGTACATGCAGGGATGCT
ETV6 E8R CCTTTTCCACTCTCCTCAGC DDX41 E6R CGTACAGCTGAGGCAACAAG
TERT E 1F TTCCTTTCCGCGGCCC DDX41 E7F TGGGGCTCTGAGAAAGTACC
TERT E1R CGAAGGCCAGCACGTTC DDX41 E7R GGGCCAATTTCAACAGAAGA
TERT E 2/1F GTGTCCTGCCTGAAGGAGCTG DDX41 E 8F GCAATGGCTAGGTGTCCTTC
TERT E 2/1R CGGATGGGTGGGAGTGGCGC DDX41 E8R ACAAAGGCTGGCACCAGAT
TERT E 2/2F GCGCTGCCACTCAGGCCCGG DDX41 E9F GAGGGCAGGCCAGAGATT
TERT E 2/2R GTAGGGGCACTGCGCGTGGTTC DDX41 E9R TTCCACAGACTCGCAGGTG
TERT E 2/3F GTTTCTGGAGCTGCTTGGGA DDX41 E 10F TGCCTGCTTGCCTCTAGATA
TERT E 2/3R AGCCCCTACTGCATTCAGCT DDX41 E 10R GTCCCTGCAGTCTGATGTGG
TERT E 3F GGGTTGGCTGTGTTCCGGCC DDX41 E 11F CCCTGTGTGCCCTTGGTC
TERT E 3R TGGAGACAGGCGCATGCTGA DDX41 E 11IR CCAATCAGCTTCAGGGAGAC
TERT E 4F CTTGTGGCTTCCCGTGAGCT DDX41 E 12F GTGGCGGGTAAGCCTAATCT
TERT E4R CCCTTCATCTAAGCTGATACCA DDX41 E 12R CAACTCCAGTCAGGGGCTAA
TERT E 5F TATGGTGGGGTGGGCACTTGG DDX41 E 13F ACAGAGTGCCAGGGGAGGT
TERT E5R CTTGACAAAGTACAGCTCAGGCG DDX41 E 13R CTACTGCAGCAGGGTCCAAG
TERT E 6F TGAGGGCAGAGGTGATGTCTG DDX41 E 14F CCATGGTGGCTCTGACAGT
TERT E6R AGACACGACTGCATTCTAGACAC DDX41 E 14R GCCTAACCCATGCCCTTG
TERT E7F CAGGTCCACACGTCCTGATCG DDX41 E 15F ATGGGTTAGGCCGGAAAAG
TERT E7R ATGAGCCCAGTGATTGCCCAG DDX41 E 15R ACCCAGGGAACAGCTAAGGT
TERT E 8F GAGGGTCTTGGCCACGTGGT DDX41 E 16F CCAGGTTCTGGCCACAGAG
TERT E8R GCAGGAGAGAGGTGAGCAGAAG DDX41 E 16R ACCGGTTTCACGTTTCTGAC
TERT E 9F GTCCTACGTCCAGTGCCAGGG DDX41 E 17F TGCTGGAAGTCAGAAACGTG
TERT E9R TCTTCAAGACAGAGCAGTCATG DDX41 E17R GCAGTCTTGGGGACTGAGG
TERT E 10F GTTTGACATTCAGTCCCTCGTAG SRP72 E6R TTTTCTTTCTGGTCATTTAGTGTTT
TERT E 10R GCAGGACACGGGGGGCTCAA SRP72 E7F AAACAAAGCTGCAAATGTCTGA
TERT E 11F AGCATTTAACAAGGGTGTCAGGT SRP72 E 10F TGAAAGAAATGGGATTTACCC
TERT E 11R GCAGAGGTGGACGCAACGGC SRP72 E 10R CAATGAAGCCTCAGTAATCTATCA
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A PCR amplifikacié az AmpliTaqGold™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) master mixszel tortént, 25 ul végtérfogatban. A PCR mix
Osszetétele a 7. tablazatban lathato. A PCR amplifikdci6 valamennyi esetben egy
univerzalis protokoll alapjan 58 °C annellalasi hémérsékleten, 35 cikluson keresztiil
tortént, a 8. tdblazatban lathatd kondiciok szerint. A PCR termékek kimutatasa 2% agar6z
gélelektroforézissel tortént (2,6g agardz, 125 ml 1x TAE puffer), GelRed (Biotium, Inc.
Fremont, CA) fluoreszcens festék felhasznaldsdval. A PCR termékekbdl emésztéses
tisztitassal (exonukledz és alkalikus foszfataz) tavolitottuk el a nem inkorporalodott
nukleotidokat és primereket az ExoSAP PCR Product Cleanup (Affymetrix, Santa Clara,
California, U.S) segitségével a gyartd utasitasainak megfelelden (15 perc 37 fok

emésztés, 80 fok 15 perc emésztéenzimek inaktivalasa).

7. tablazat: a PCR mix Osszetétele
Komponens Bemérés
AmpliTagGoldTM 12,5 pl
Forward primer (10pul) 1 pl
Reverz primer (10ul) 1 pl

Steril viz 25 pl-ig
DNS-templat 100 ng

8. tablazat: PCR kondiciok

Lépés Hémérséklet / Ido

Kezdeti denaturaci6 95 °C 5 min
Denaturaci6 95 °C 30s

Anellacio 58°C 30s 35 ciklus
Extenzid 72°C 30s

Végso extenzid 72 °C 5 min
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IV.2.3. Familiaris MDS/AML gének Sanger szekvenalasa

A  PCR termékek szekvencidjanak meghatdrozasa kétirdny  Sanger
szekvenalassal tortént. A szekvenalashoz BigDye Terminator Kit 3.1-et hasznaltunk
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). A reakcid soran a didezoxi-
nukleotidok (ddNTP) és a dezoxi-nukleotidok (ANTP) versengenek a lancba torténd
beépiilésért. A dANTP beépiilése esetén a reakcid terminalddik, a felépiilt lanc hossza, és
a végén elhelyezkedd fluoreszcens festékkel jelzett dANTP alapjan leolvashato a lanc
teljes nukleotidszekvenciaja. A szekvenalasi reakcido mix Osszetétele és a szekvenalas

kondicidi a 9.-es és 10.-es tablazatokban lathatdak.

9. tablazat: A szekvenalo reakcid Osszetétele

Komponens Bemérés
BigDyeT M Terminator v3.1 0,25 ul
BigDyeT M 5X Sequencing Buffe 1,875 ul
Primer (10 uM) 0,5 ul
Steril viz 10 pl-ig
Tisztitott PCR termék 1wl

10. tablazat: A szekvenalo reakci6 hoprofilja

Lépés Hoémérséklet / Ido
Kezdeti denaturacié 95 °C 2 min
Denaturacié 95 °C 30s
Anellacio 51°C 15s
Extenzio 60 °C 4 min

A szekvenalasi reakcid termékeinek tisztitasa, a nem inkorporalddott
fluoreszcensen jelolt dANTP-k eltavolitasa a PerformaTM DTR Gel Filtration Cartridges
(EdgeBio, San Jose, CA, USA) oszlop alapu tisztitd kit segitségével tortént, 10ul
desztillalt vizzel higitva, a gyartd utasitasa szerint. A tisztitott termékhez 20ul Hi-Di
Formamide™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) reagenst

adtunk, minddsszesen 40ul végtérfogatot eredményezve. A tisztitott termékek 95 °C-on

crer
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) késziilék segitségével.
A szekvenogramok manualis clemzését a BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) programmal végeztilk. A mutaciok

jelenlétét valamennyi esetben a forward és reverz szalrol torténd kimutatassal erdsitettiik

meg.

IV.3. A JAK2 V617F mutacio, az SH2B3 és a RUNX1 gének mutaciok vizsgalata
sporadikus AML-ben

Munkénk soran 59 sporadikus, visszatérd citogenetikai eltérést nem hordozé
AML-ben szenvedd betegben vizsgaltuk meg a JAK2 V617F, az SH2B3 és a RUNX1
gének muticidinak egyiittes eléfordulasat. A vizsgélathoz csontveldi mintdbdl izolalt
DNS-t hasznéltunk fel, a VI.2.1-es fejezetben leirtak szerint. A PCR amplifikacio, a
termékdetektalds, a Sanger szekvenalds és a szekvencia analizis a VI.2.2 és VI.2.3-as
fejezetekben ismertetett modszerekkel tortént, a 11.-es tablazatban lathatdé primerek

felhasznalasaval.

A JAK2 V617F mutacio kimutatasa allélspecifikus PCR mddszerrel tortént, ahol
a klasszikus forward és reverz primerek mellett egy, a mutaciora specifikus belsd primert
is alkalmaztunk, amely csak akkor kotdik be, ha a V617F mutacio jelen van. Ebben az
esetben két kiilonbozé hosszisagt PCR termék keletkezik melynek detektalasa

gélelektroforézissel lehetséges.

38


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

DOI:10.14753/SE.2017.2074

11. tablazat: a mutaciok szliréséhez hasznalt primerek listaja

Gén Primer Szekvencia (5'-3")

JAK2 RevJak CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA
JAK?2 ForSpeclJak AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT
JAK2 ForintJak ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG
SH2B3 E2/1F GGTGTGTAATGGGGCCTACA

SH2B3 E2/1R CCTGTGTCCCGGTAGTCG

SH2B3 E2/2F CTGCAGTTCACCGACCTCTT

SH2B3 E22R GAAAGTGCTGGAAGGAGCAG

SH2B3 E213F CCTGCTCCTTCCAGCACTT

SH2B3 E2/3R CAGGCTGTAGCGCAGCAC

SH2B3 E2/4F CGGAGAGGCTGCTGAGAC

SH2B3 E2/4R GCGGGCAGGGCTTACTTAC

SH2B3 E3F CAAGCCTTGAGTACCCCAAC

SH2B3 E3R GCAGGGAGGAAGGGAACAG

SH2B3 E4F CCCTGGGGCAATACAAATAC

SH2B3 E4R GTGGTAGCAGCAAAGGTGGT

SH2B3 ESF ACCACCTTTGCTGCTACCAC

SH2B3 E5R GGCCTAGCTATTGGTTTACCC

SH2B3 E6F TGGGTAAACCAATAGCTAGGC

SH2B3 E6R TGTCCCTCTAGGACCCTGAA

SH2B3 E7F TTCAGGGTCCTAGAGGGACA

SH2B3 E7R GGTCTGCAGCAAGCCTCTAC

SH2B3 ESF TCTGTGTCCTGTCAGCACTTG

SH2B3 E8R ACACTTCTGCCTGTGCTCCT

IV.4. Teljes exom szekvenalas (WES) a IV. csalddban

A négy érintett egyént is magaba foglaldé IV. csaladban — a csalddot egyfajta
modellként hasznalva — a nagyfokt klinikai heterogenitas hatterében allo szekunder
genetikai eltérések kimutatdsa céljabol teljes exom szekvenalast (WES) végeztiink.
A WES-hez a betegségben szenvedé gyermekek csontveléi mintaibol és a sziilok
periférids vérmintdibol izoldlt DNS-t haszndltuk fel. Az 6sszes kodold génrégiod
dusitasara a SureSelect All Exon V5 Kit-et hasznaltunk (Agilent, Santa Clara, CA, United
States). A konyvtarakat atlagosan 96x-os mélységgel szekvenaltuk a HiSeq 2000

(IMlumina San Diego, CA, United States) 0j generacios szekvenald késziiléken.
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A WES-b6l nyert adatokat a human genom hgl9 verzidjahoz illesztettiik, a
Burrows-Wheeler Aligner (BWA) 0.6.21 verzidjaval (http://bio-bwa.sourceforge.net/).
A SAM > BAM konverziot (Sequence Alignment Map, Binary format of Sequence
Alignment Map), a PCR duplikatumok eltavolitasat a Picard szoftver segitségével

végeztiikk ((http://broadinstitute.github.io/picard/). A sziilék génallomanyat csiravonali

referencianak felhasznalva a beteg gyermekek génallomanyaban pontmutaciok
azonositdsara a MuTect algoritmust, in/del tipusu mutacidk azonositasara a GATK
algoritmust hasznaltuk. A szomatikus SNV-k (,,single nucleotide variant”) sziirésére a
sziild1 génallomany ellenében tortént minden gyermek esetében, az annotacido az SNP
nexus tool segitségével tortént a dbSNP adatbazisaban annotalt SNP-k eltavolitasaval.
A kopiaszam eltérések azonositasa logR korrekciot kovetden, a Copynumber R, gamma
biintetd algoritmuson alapuld programot hasznaltuk. A klonalis evolucié vizsgalatara a
tumorsejt frakciot (,,cancer cell fraction”: CCF) hataroztuk meg, a varians allélfrekvencia
(VAF) segitségével (mutaciot hordozo un. read-ek vs. 6sszes read aranya).
referencia  szekvencidkhoz illesztettiik: RUNX1: ENSG00000159216  /
ENSTO00000300305; JAK2 ENSG0000009696 / ENST00000381652; SH2Ba3:
ENSG00000111252 / ENST00000341259; CDC27: ENSG00000004897 /
ENST00000531206; RBBP8: ENSG00000101773 / ENST00000327155; U2AF2:
ENSG00000063244/ENST00000308924; CHDA4: ENSG00000111642 /
ENST00000309577.

A  WES soran azonositott legfontosabb eltéréseket kétiranyi Sanger
szekvenalassal validaltuk. Az amplifikacid, szekvenalds és szekvencia analizis a VI.2.2
és VI.2.3 fejezetekben leirtak alapjan tortént a 12. tidblazatban szerepld primerek

alkalmazasaval.
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12. tablazat: teljes exom szekvenalassal azonositott mutaciok validalasahoz hasznalt primerek listaja

Gén Primer Szekvencia (5'-3") Validalt mutacié
JAK?2 14F TGGCAGAGAGAATTTTCTGAACT €.2343 g>t, p.V617F
JAK?2 14R TGTTTGGGCATTGTAACCTTC

RABGAP1 11F TCAGAAGTGATTGCAGTGAGC €.1618 g>c, p.R495P
RABGAP1 11R TGCCGTATCACATTATCAATCC

U2AF2 5F TTCTGCTGAGGAGGGGAAC €.1494 c>g, p.Q147E
U2AF2 5R CAACTCCATCGGTCCGTCT

11.3-CDC27 12F GAAGCAGACTAGTTTATTGCGTTTT c1481 t>c, p.1493V
11.3-CDC27 12R CCTTCTTAAGCATGGGCATT

I1.2- CDC27  14F TGTTTGGTTTTTGTTCCCATT €.1905 a>g, p.1634T
I1.2-CDC27 14R TTGACCAGTATGTACCATCCCTAA

I1.2- RBBP8  11F TCCTCTGCTTTTCCCCTTCT €.1295 a>g, p.E320G
I1.2- RBBP8  11R TTTCCCAGGCTGTAAAAGAGA

SH2B3 6F GTACGCTGGAACCCAGACTC €.1532 g>a, p.R392Q
SH2B3 6R TGTCCCTCTAGGACCCTGAA

CDC27 TF TGAAAACTACAAAGAATGATCTGAA  c.1481 t>c, p.1493V
CDC27 7R TTTCCACAGTGATTTAGAAGTTGC

MAP3K10 3F GCAGGGCTGGGTATAGGTG €.1199 g>a, p.R304H
MAP3K10 3F GGTGTGAAGGGGAAAGGTCT
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IV.5. JAK2 és SH2B3 gének mutacioinak nagy érzékenységii analizise

Annak eldontésére, hogy a IV. csaladnal tapasztalt, agressziv lefolyasu betegséget
létrehozo, JAK?2 jelatviteli utvonalat érinté mutaciok szubklondlisan jelen vannak-e a
klinikai tlineteket nem mutat6 személyekben (1.1 és 11.3), az érintett mintdkbol nagy
mélységii/érzékenységi (,,ultra deep sequencing”: UDS) szekvenalast végeztiink.
szintli (>10.000) szekvenalasat Ion Torrent '™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) platformon végeztiik. Az célszekvenciak dusitasat az lon Ampliseq
Designer™  (https://www.ampliseq.com/browse.action)  segitségével  tervezett
primerekkel végeztiik el. Az amplifikaciot kdvetden létrehozott konyvtarakat az lon
Torrent PGM késziiléken szekvenaltuk, majd a szekvencia eredményeket az lon Reporter

(https://ionreporter.thermofisher.com/ir/) program segitségével analizaltuk.

IV.6. Allélspecifikus RUNX1 expresszid vizsgalata digitalis PCR-rel.

A RUNX1 gén allélspecifikus expresszidjat digitalis PCR-rel (dPCR) vizsgaltuk
az AML-ben szenved6 (IV.4) és a mutaciot hordozo, de egészséges (IV.1) csaladtag
rendelkezésre 4ll6 RNS mintdibol. A tiinetmentesség hatterében allo esetleges
mechanizmusként felmeriilt, hogy a vad RUNXI allélrol 4tirodod ép fehérje nagyobb
mennyiségll expresszidja mintegy ,,kivédi” a mutans allélrol atirodo trunkalt géntermék
karositd hatasat. Az eddigi irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy a trunkalodast
okoz6 mutéciok nem fejtenek ki domindns negativ hatast a vad allél géntermékére.

A reakcié kivitelezéséhez eloszor reverz transzkripciot végeztiink a High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific ) segitségével, 1pug
mennyiségben. Az RNS-cDNS éatiras a 13. tablazatban lathaté mix Osszetételben és a 14.

tablazatban lathato kondiciok szerint tortént.
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13. tablazat: 1 ug RNS atirasa RT kit segitségével

Komponens Bemérés
Rev. Trans. Buffer (10x) 5ul
dNTP mix (25x) 2ul
Random primers (10x) S5ul
MultiScribe Rev. Transcriptase 25ul
Steril viz 10,5 pl

14. tablazat: reverse transzkripcio kondiciok

Lépés Hémérséklet / Ido
Kezdeti inkubacio 25C° 10 min.
Reverse transzkripcio 37C° 120 min.

Tarolas felhasznalasig -20 C°

Az allélspecifikus vizsgalathoz a RUNX1 pR201* stop kodont eredményezd
mutaciora specifikus assay-t terveztiink. A mutacio specifikus assay-t a Custom
TagMan® SNP Genotyping Assay tervezd szoftver segitségével készitettiik
(https://www.thermofisher.com/order/custom-genomic-products/tools/genotyping/).

A dPCR reakcidt a QuantStudio™ 3D Digital PCR Master Mix v2- segitségével futtattuk,
(Thermo Fisher Scientific), a reakci6 termékeket a QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K
Chip Kit v2 segitségével szélesztettiik a chipekre, és a QuantStudio™ 3D Digital PCR

Instrument (Thermo Fisher Scientific) segitségével olvastuk le, valamennyi esetben a
gyarto utasitasait kovetve.

A reakci6 soran kiilon festékmolekulaval (jelen esetben FAM™ és VIC™) jelslt
probak kotddnek be a vad, illetve a mutans allélhoz is. A reakcié ~20.000 kiilonéllo
reakciotérben (un. ,,well”) fut, random eloszlasban, ami lehetdvé teszi, hogy egymastol
szeparalt térben fussanak a kiilonb6zo jelet ado reakciok, igy végiil a RUNX1 mutans
allélrol atirddo géntermék mennyiségét megkapjuk az 6sszes RUNX1 transzkriptum
szintjéhez viszonyitva. A RUNX1 p.R201* mutacié kdrnyezetét és az erre specifikus

assay-ek sematikus abrazolasa a 10.abran lathato.
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RUNX1 p.R201*
GTGGATGGGCCC[C/T]GAGAACCTCGAA

P GTGGATGGGCCCCGAGAACCTCGAA

FAM | GTGGATGGGCCCTGAGAACCTCGAA

10. abra: Az abran lathato a RUNXI1 p.R201* mutacid és
szekvencia kornyezete, valamint az erre specifikus, eltérd
riporter molekulaval jelolt probak szerkezete. FAM jelolt a
mutans allélra specifikus assay és VIC a vad tipusura.

Az éles futasok eldtt harom kiillonboz6 higitasi formaval teszteltiik le a rendszert
(tdmény, 10x, 100x higitas a 1.1 mintabol) a konverzids faktor meghatarozasahoz és az
optimalis ¢cDNS mennyiség (Un. ,,sweet spot”) meghatarozasdhoz. A dPCR mix

Osszetétele a 15. tablazatban, a reakcio kondicioi a 16. tablazatban lathatdak.

15. tablazat: A dPCR mix Osszetétele

Komponens Bemérés
Digital PCR Master Mix v2 8 ul
Custom TagMan® SNP Genotyping 04 pl
cDNS 2ul

Steril viz 5,6 ul
Higitasi faktor minden mintanal 2/16 (0,125)

16. tablazat: dPCR kondicidok

Lépés Hoémérséklet / 1d6

Kezdeti denaturacio 96 °C 10 min
Dena@acw 60 °C 2 min 39 ciklus
Anellacio 98 °C 30s

Végso extenzid 60 °C 2 min

44



DOI:10.14753/SE.2017.2074

IV.7. A JAK2 46/1 haplotipus vizsgalata

A 46/1 haplotipus meghatdrozasdra a kapcsoltsagi 0roklodés (linkage
disequlibrium) alapjan egyiitt 6rokl6dé un. ,,flag” SNP szekvenalasaval (rs12340895)
kertilt sor. Az amplifikacio és a szekvenalas az alabbi primerekkel tortént, a VI.2.2 és
VI.2.3-s fejezetekben leirtak alapjan az alabbi primerek felhasznalasaval Forward:
TGGTAGTCTAAAACCAAACTGGTAA, Reverz: CCAAACCACTGCTTTTGAGA.
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V. Eredmények

V.1 Az |.-1V. csaladok részletes klinikai és genetikai ismertetése

Munkank soran négy csaladot azonositottunk, hazankban els6ként, akikben
familiaris, autoszomalis dominans 6roklésmenetet mutatd myeloid daganat (MDS/AML)
jelent meg. Az azonositott csaladokban elvégeztik a fent részletesen bemutatott,
orokletes korképek hatterében allo gének mutacidinak vizsgalatat.

Az els6 altalunk vizsgalt csalad (l.) két gyermekét kovették vérlemezke szam
csokkenés miatt. A kiindulési vérképilikben enyhe foku pancitopénia és vérlemezke szam
csokkenés latszodott (I1.1: WBC 2,76 G/L; HGB 111 g/L; PLT 55 G/L, I1.2: WBC 3,63
G/L; HGB 108 g/L; PLT 93 G/L). Mindkét betegben szimultan észlelték az MDS
kialakulasat. A diagnoziskori csontveld mintaban mindkét gyermeknél majdnem teljesen
aplazias  csontvelorészleteket  lattak, = mely  hypocellularis  gyermekkori
myelodiszplazianak felelhet meg. Jelenleg szoros megfigyelés alatt allnak.

A két érintett gyermek ¢€s a sziil6k esetében megvizsgaltuk a CEBPA, GATAZ2,
RUNX1, DDX41, TERT és TERC gének teljes kodolo régigjat, valamint az SRP72 ¢és

ANKRD26 gének ismert mutacios forropontjait €s valamennyi esetben negativ eredményt

kaptunk (11. abra).
0O

v v
MDS MDS
14év 10év

Vad tipust: CEBPA, GATA2, RUNXI.
ANKRD26, ETV6, DDX41, TERC, TERT és SRP72

11. 4bra: Az abran lathatd csaladban a IL
generacioban lathatd gyermekekben jelent meg
trombocitopénia és MDS. Az ismert és vizsgalt
gének vad tipustnak bizonyultak.
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A masodik vizsgalt csalad (Il.) esetében harom, MDS-ben szenvedd testvér
érintett. Az els6 gyermeket 18 éves koraban pancitopénia, anémia miatt vizsgaltak.
Csontveld-biopsziaja ipocelluldris csontvelt igazol, megaloblasztoid vorosvértest-
képzéssel. Idegen donoros Ossejt-transzplanticion esett at, betegsége jelenleg kdvetés
alatt all.
A leanygyermek testvérét donorkeresés kozben vizsgaltak. Klinikailag tiinetmentes volt,
vérsejtszamai normal tartomanyban voltak, de a csontveld vizsgalata finom diszplasztikus
eltéréseket mutatott. A csaladd legfiatalabb gyermeke nyirokcsomd-megnagyobbodas
miatt keriilt klinikailag figyelembe, bar vérképeltérése nem volt, a terhelt csaladi
anamnézis miatt, csontveld-biopsziat végeztek és az 6 esetében is korai diszplasztikus
eltéréseket figyeltek meg.

Jelen csalad esetében is a CEBPA, GATA2, RUNX1, DDX41, TERT és TERC
forrépontjait szekvendltuk ¢és valamennyi esetben negativ vad tipusu géneket
azonositottunk. Jelenleg mind a harom érintett szoros klinikai kovetés alatt all.

A csaladfa a 12. abran lathato.

- OO

YY'R.
v
MDS MDS

MDS
18 év 20¢v 12 év

Vad tipustu: CEBPA, GATA2, RUNX],
ANKRD26,ETV6, DDX41, TERC, TERT ¢s SRP72

crer

(I1.) mindharom gyermekben MDS fenotipusa jelent meg.
A vizsgalt gének a csaldd esetében vad tipusunak
bizonyultak.
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A harmadik altalunk vizsgalt csaladban (I11.) AML halmozodasa volt
megfigyelhetd tobb generacion keresztiil. A klinikai figyelembe keriilt beteget 82 éves
koraban diagnosztizaltadk AML-lel, mely citogenetikai eltéréseket nem hordozott,
szovettanilag FAB M6 kategoridba volt sorolhato. Id6sebb férfitestvérét 53 éves kordban,
fiatalabb nétestvérét pedig 57 éves koraban diagnosztizaltik AML-lel. Edesanyjuk 64
éves kordban szintén AML-ben szenvedett. Az altalunk ismert familiaris AML-re
hajlamositd gének, CEBPA, GATA2, RUNX1, DDX41, TERT ¢és TERC gének teljes
abran nyillal jelolt beteg mintdjan. Valamennyi vizsgalt gén esetében vad tipust

szekvenciakat azonositottunk. A csaladfat a 13. dbran mutatjuk be részletesen.

I- v e

AML
64 év
v O u e
AML AML AML
82 év 53 év 57 év

O—
LO0 O O

Vad tipusu: CEBPA, GATA2, RUNXI, ANKRD26, ETV6,DDX41, TERC , TERT és SRP72

13. abra: Az abran lathat6 csaladban az AML fenotipusa jelent meg két generacion
keresztiil. Az altalunk vizsgalt familiaris MDS/AML gének negativnak bizonyultak
a vizsgalt személy esetében.

48



DOI:10.14753/SE.2017.2074

A negyedik vizsgalt csaladban (IV.) négy gyermekben jelent meg MDS/AML
fenotipusa. A gyermekek koziil egy dizigota ikerpar mindkét tagja igen heveny lefolyast
betegségben hunyt el. A dizigéta ikerpar (I1.1-2) betegsége 2002-ben egy idében kertilt
felfedezésre, mindkettejiik esetében laz, testszerte jelentkezd borvérzések és 1ép-maj
megnagyobbodéas volt a vezetd tiinet. Induldo labor értékeikbdl stulyos anémia,
trombocitopénia €s magas tumorsejt szam emelhetd ki (II.1: Fvs: 7,3 G/l, Thr: 23 G/1,
Hgb: 48 g/l, Ht:16%, LDH:630 U/l, Hugysav:260 umol/l; 11.2: Fvs: 27,2 G/I, Thr: 122
G/l, Hgb: 51 g/l, Ht:18%, LDH:11806 U/I, Hugysav: 604 umol/l). A II.1 iker esetében
RAEB II-tAML diagnozisa sziiletett meg, 30%-o0s periférias monocitédzissal, 47, XX, del
(2933), +21 komplex citogenetikai eltérésekkel. A gyermeket AML BFM 96 protokoll
szerint kezdték kezelni és idegendonoros O&ssejt-transzplantacid volt tervezett. Az
alapbetegség recidivalt és a masodik vonalban torténd kezelés kapcsan szovédményként
fellépd gombafertdzésben életét veszitette. A I1.2 iker esetében MDS-tAML diagnozisa
szliletett meg, citogenetikai vizsgélatok alapjan idérendi sorrendben: 45XX -7, 45XX -7
del 9922 és 47XX del2,+ iso 9 alapjan triklonalis betegség allt fenn. Kezelését szintén
AML BFM 96 protokoll szerint kezdték meg, am szovodményesen fellépd
gasztrointesztinalis vérzés, szepszis €s kardiogén sokk kovetkeztében elhunyt.

Tiz év elteltével (2012-ben), testvériikknél (I1.4), a csalad legfiatalabb
gyermekénél, akit trombocitopénia miatt kovettek sziiletésétdl kezdve, szintén heveny
lefolyasi AML jelentkezett. Egy évvel a diagnozist megeldzden periféris citopénia miatt
csontveld vizsgalatot végeztek, ekkor enyhe diszplasztikus vonasok voltak lathatoak. Egy
év mulva, 6 éves kordban monocitdzis miatt ismét csontveld vizsgélat tortént, ekkor M4
altipusi AML igazolodott, 25%-0s blasztszaporulattal, citogenetikai eltérések nélkiil.
Kezelését AML BFM 98 protokoll szerint kezdték meg, csontveld-transzplanticiot
terveztek, de a terhelt csalddi anamnézisre vald tekintettel, donorforrasként felmeriilé
testvérénél (I1.3) eldzetesen csontveld vizsgalatot végeztek, melyen szintén finom
diszplasztikus eltérések voltak lathatdak. Mivel sulyos, elhtizodo citopénia allt fenn,
siirgdsen idegen donoros transzplanticiot végeztek az Il.4-es gyermek esetében, ami
sikeresnek bizonyult, a beiiltetés utani 280. napon enyhe graft versus host reakcié 1épett
fel, de klinikailag uralhat6 volt. Sajnalatosan azonban két év elteltével betegsége relabalt,
ekkor ismételten elézetes kondiciondld kezelést kovetéen HLA 10/10-es egyezésii

idegendonoros vérképzd Ossejttel transzplantaltdk. Szovédmény és komplikacid a
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transzplantaciot kovetéen nem Iépett fel, jelenleg teljes csontveléi donor kimérizmus
mellett komplett remisszioban van. Testvére (I1.3) jelenleg figyelés és varakozas stratégia
mellett Klinikailag teljesen tiinet- és panaszmentes.

A csalad esetében az erds klinikai gyan miatt (vérlemezkeszam-eltérések, MDS,
szekvenalasat melynek soran a p.R201* stop kodont eredményezé mutaciot talaltuk meg
az érintett gyermekek esetében, és az ekkor 40. életévét betoltott, klinikailag teljesen
tiinetmentes édesanya esetében, csiravonali, heterozigdta formaban (14. abra).

Jelen csalad az eddig kozolt, legtobb els6fokti rokont tartalmazo FPD-AML

crer

[s [ N G € € € 6 A

11 (p.R201*\) 1-2 (wt)

ANA f A "\ . f
ANA \ AN
AN \ I\ AW, \‘.

AV AN \ Mr v vy \

c C T G A Cc C N G < = N G A c c N G

II-1 (p.R201%) | [ 11-2 (p.R201*) | | II-3 (p.R201%) | |11-4 (p.R201%)

NI M\ A A [ N N

VY VAR AAYAR

crer

azonositottuk mind a négy beteg gyermek és a tlinetmentes édesanya esetében.
Az édesapa nem hordozta a RUNX1 p.R201* mutaciot.
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V.2. WES eredményei a IV. csaladban

Az V. csaladnal lathatd nagyfoku klinikai heterogenitas hatterében 4llo
masodlagos genetikai eltérések tisztazasara teljes exomszekvenalast végeztiink (WES).
A szekvenalds soran, atlagosan 96x mélységet sikeriilt elérni és minden személynél
atlagosan 11 mutaciot azonositottunk, melyek 97%-ban SNV-nek bizonyultak (,,single
nucleotide variant” egy nukleotidot érintd eltérés). A talalt SNV-ket a 17. tablazatban
tintettiik fel, a szekvenalasi mitermékeket a WES adatok manualis attekintése soran
tavolitottuk el.

A talalt eltéréseket, a sziilok genomjaval hasonlitottuk 6ssze, kizarva igy az
orokletes polimorfizmusokat, illetve tovabbi csiravonali hajlamositd gének mutacidinak

eléfordulasat beteg gyermekekben.
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DOl

17. tablazat: a WES eredményeinek listaja

Ensembl gén m:mm-”:_o_ ) , Genomikus Nukleotid csere cDNS aminosav [aminosav s s L,
Beteg ey transzkriptum Gén Kromoszéma L., A .. L., Mutacio tipusa VAF
azonosito L. pozicio (ref/variant) pozicio pozicio csere
azonosito

1.1 | ENSG00000111252| ENST0O0000341259| SH2B3 chr12 111885287 G/A 1532 392 R>Q missense- non-syn| 0,672
ENSG00000182704 | ENST00000333090 TSKU chrll 76507435 C/G 949 259 >V missense- non-syn 0,523
ENSG00000198911| ENST00000361204| SREBF2 chr22 42300883 C/A 3276 1037 A>D missense- non-syn 0,422
ENSG00000179044 | ENST00000314586| EXOC3L1 chrl6 67218676 A/G 2184 648 L>P missense- non-syn| 0,389
ENSGO00000168959 | ENST00000305432 GRM5 chrll 88337977 G/A 1453 435 R>W missense- non-syn 0,364
ENSGO00000006283 | ENST00000359106| CACNA1G chrl7 48697116 G/A 5854 1952 E>K missense- non-syn 0,354
ENSG00000241935 | ENST00000370646|] HOGA1 chrl0 99371366 G/A 1295 312 A>ST missense- non-syn 0,352
ENSG00000177689 | ENST00000356790| MAGEB10 chrX 27839737 G/T 559 105 S>| missense- non-syn 0,331
ENSG00000134222 | ENST00000369903 PSRC1 chrl 109824633 G/C 267 43 R>G missense- non-syn 0,200
ENSG00000111642 | ENSTO0000309577 CHD4 chri2 6697051 Cc/T 3694 1177 R missense- non-syn 0,056
ENSGO00000096968 | ENST00000381652 JAK2 chr9 5073770 G/T 2343 617 V>F missense- non-syn 0,682
ENSG00000015475 | ENST00000342111 BID chr22 18222879 AC/A 377 96 S>V|S frameshift 0,375
ENSG00000007171 [ ENSTO0000313735 NOS2 chrl7 26093566 G/T 2450 739 S>Y missense- non-syn 0,336
ENSGO00000143889 | ENST00000410076| HNRPLL chr2 38809018 C/A 886 275 C>F missense- non-syn 0,333
ENSGO00000101773 | ENST00000327155 RBBP8 chrl8 20572749 A/G 1295 320 E>G missense- non-syn| 0,323
ENSGO00000151012 | ENST00000280612| SLC7A11 chra 139104402 G/A 1253 325 L>F missense- non-syn 0,288
ENSGO00000005884 | ENST00000320031 ITGA3 chrl7 48165611 G/A 3398 1023 R>H missense- non-syn 0,244
ENSG00000004897 | ENST00000531206 cbcz7 chrl7 45214548 A/G 1905 634 I>T missense- non-syn 0,167
ENSGO00000197689 | ENST00000329040| TBC1D29 chrl7 28890301 G/A 460 104 S>N missense- non-syn 0,093
ENSG00000103365 | ENST00000309859 GGA2 chrl6 23481460 C/A 1560 493 D>Y missense- non-syn 0,081
ENSGO00000132196 | ENST00000254521| HSD17B7 chrl 162762514 Cc/T 156 34 A>V missense- non-syn 0,495
ENSG00000253873 | ENST00000398587 | PCDHGA11 chr5 140801000 Cc/T 239 69 S>F missense- non-syn 0,477
ENSG00000222036 | ENST00000409832| POTEG chri4 19574214 G/C 1323 424 S>T missense- non-syn 0,200
ENSGO00000244482 | ENST00000245621| LILRA6 chr19 54745550 G/T 697 187 >N missense- non-syn 0,103
ENSG00000004897 | ENST00000531206 cDC27 chrl7 45219311 T/C 1481 493 1>V missense- non-syn 0,075
ENSGO00000072736 | ENST00000329524| NFATC3 chrl6 68156512 C/A 750 242 C>* nonsense 0,049
ENSGO00000079432 | ENST00000160740 cic chr19 42796978 C/A 3476 1146 P>T missense- non-syn 0,048
ENSG00000124103 | ENSTO0000371328| C200rf106 chr20 55100084 C/A 543 74 Q>K missense- non-syn 0,045

11.3 | ENSG00000138823 | ENST00000511045 MTTP chrd 100532602 G/A 2075 688 G>S missense- non-syn 0,042
11.4 | ENSG00000169783 | ENST00000355300| LINGO1 chrl5 77906780 T/C 1521 490 Q>R missense- non-syn 0,535
11.4 | ENSG00000063244 | ENST00000308924| UZ2AF2 chr19 56172508 C/G 1494 147 Q>E missense- non-syn 0,412
11.4 | ENSG00000236669 | ENST00000444154| AC006372.1 chr7 157318686 G/A 210 47 R>H missense- non-syn 0,358
11.4 | ENSG00000105655 | ENST00000338128| [SYNA1 chrl9 18547585 C/T 736 173 R>Q missense- non-syn 0,349
11.4 | ENSG00000130758 | ENST00000253055| MAP3K10 chr19 40710439 G/A 1199 304 R>H missense- non-syn 0,286
11.4 | ENSG00000173040| ENST00000344408 EVC2 chr4 5682988 G/A 923 290 ™M missense- non-syn 0,241
11.4 | ENSG00000101343| ENST00000377340| CRNKL1 chr20 20024164 C/T 1459 476 R>Q missense- non-syn 0,210
11.4 | ENSG00000096968 | ENST00000381652 JAK2 chr9 5073770 G/T 2343 617 V>F missense- non-syn 0,200
11.4 | ENSG00000028203 | ENST00000397796 VEZT chri2 95668655 Cc/T 986 329 P>L missense- non-syn 0,193
11.4 | ENSG00000011454 | ENST00000373647| RABGAP1 chr9 125772742 G/C 1618 495 R>P missense- non-syn 0,136
1.4 | ENSG00000124103 | ENST00000371328( C200rf106 chr20 55100084 C/A 543 74 Q>K missense- non-syn 0,102

*A szekvendlasi mitermékeket a WES analizise soran eltavolitottuk

52



DOI:10.14753/SE.2017.2074

Az érintett, heveny lefolyasi betegséget mutatd gyermekek esetében sikeriilt
ikergyermek ¢és a Il.4-es gyermek mintajaban a JAK2 V617F mutaciot azonositottuk,
mely mutacio a I1.2-es gyermek esetében a 9-es kromoszoma rovid karjanak, mitotikus
rekombinacié kapcsan kialakult szerzett uniparentalis diszomiaja (aUPD) miatt
homozigota jelleglivé valt (VAF érték 68%-ra emelkedett, a belsd kontroll a RUNX1
p-R201* mutacid6 VAF érteke 67%). A 11.1-es ikergyermek esetében az SH2B3 R392Q
(az allél tomeg 67%-ra emelkedett) (15. abra). A bevezetében részletesen ismertetésre
kertilt, az SH2B3 (vagy LNK) a JAK-STAT jelatvitel negativ szabalyozdja, gatlo
mutécidja konstitutiv. JAK-STAT jelatviteli aktivitast okoz. Tovéabbi kooperald
mutacidkat azonositottunk a II.2-es gyermekben a sejtciklus szabalyozasaban résztvevo
CDC27 génben (1634T, VAF 16.7%) és a klinikailag tiinetmentes 11.3.-as gyermekben is
(1493V, VAF 7.5%). Az RBBP8 (DNA double strand break repair, E320G, VAF 32.3%)
¢és a CHD4 (nucleosome remodelling and histone deacetylase complex, R1177H, VAF
5.6%) mutacioit a 11.2-es ikergyermekben, valamint az U2AF2 (spliceosome component,
Q147E, VAF 41.2%) mutaciojat a 11.4-es gyermekben azonositottuk. Utobbi esetben a
relapszuskori mintdban is lehetdségiink volt a WES elvégzésére, ahol azt lattuk, hogy a
korabban dominans U2AF2 mutaciot hordozo klon a relapszuskor hattérbe szorult, és a
betegség ismételt megjelenését mar egy 0j, a JAK2 V617F mutéciét hordozo klon
triggerelte.

A mutaciok megjelenésének vizudlis abrazolasa lathatd az 15. dbran. Az dbran a klinikai

eseményeket is feltiintettiik.
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RUNX1 p.R201*
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Eletkor (évek)

15. abra: Az abran lathatdbak RUNX1 csiravonali mutaciot hordoz6 FPD-AML
csalddban a beteg gyermekek esetén megjelend masodlagos mutaciok, melyek a
betegség kialakulasa soran jelentek meg.
A fiiggdleges tengelyen a személyek, a vizszintes tengelyen az id6 (években)
kertilt abrazolasra.

Az NGS soran talalt eltéréseket kétiranyt Sanger szekvenalassal is validaltuk,
melynek eredményei az 16. abran lathatéak. Az alabbi variansokat validaltuk sikeresen:
11.1: SH2B3 (p.R392Q, VAF: 67%), 11.2: JAK2 (p.V617F, VAF: 68%), CDC27 (p.1634T,
VAF 16.7%), RBBP8 (p.E320G, VAF 32.3%), 11.3: CDC27 (p.1493V, VAF 7.5%), 11.4:
JAK2 (p.V617F, VAF: 20%), U2AF2 (Q147E, VAF 41.2%).

54



DOI:10.14753/SE.2017.2074

f\

l' A
|

|
} ﬁ [ ‘f : ‘

RBBPB 959 a>g; 11-2

SH283 1175 g~a, p.R392Q; II-1 CDC27 1901 toc, p.I634T; 11-2
G G C G K C ? e
|
3‘1 [
,r A . f \I
I\ | [ [\
| I: | ! | | [\ A [\
l | \ | | ‘ [\ I
{ ‘I / J | | 2% AL, k - X/ L..;..‘..J..\..__.'_.J

JAK2 1849 g>t, p.V617F; 11-2 JAK2 1849 g>t, p.V617F; 114 U2AF2 439 c>g, p.QL47E; 114

16. abra: A WES sordn azonositott mutaciok kétiranyu Sanger szekvenalassal kapott
elektroferogramjai. Az abran feltiintettiik az adott gén elnevezését, a mutacioknak az
illesztéskor hasznalt referenciaszekvencian 1évé helyét, pirossal pedig az érintett
csaladtagot, akinek mintajabol a validacio tortént. Erdekes megfigyelés, hogy a JAK2
V617F mutacio mely a Il.2-es betegben homozigotava valt az aUPD-t kovetkezoen az
elektroferogramon is azonosithaté, a mutans allélt reprezentald fekete cstics magasabb,

mint a vad tipustinak megfeleld piros.
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V.3. A RUNX1 és JAK2/SH2B3 gének mutacidinak egyiittes eléfordulasa
sporadikus AML-ben.

Munkénk soran 59 sporadikus AML-ben szenvedd beteg csontveldi mintain
vizsgaltuk a JAK2 V617F mutacid, illetve a teljes RUNX1 és SH2B3 gének mutacidinak

eléfordulasat kétiranyh Sanger szekvenalassal. Hét esetben talaltuk meg a RUNX1 gén

rrrrrrrr

--------

mutacioit azonositottuk (az annotalt esetekben a COSMIC ID-t is feltiintetve): p.T311fs:
COSM24756, p.1342fs (ins. C), p.L56S: COSM24756/rs111527738, p.S167N, p.S172C,
p.R232W: COSM96514, p.R107C: COSM24736, p.V388L, p.P447*. A talalt mutaciok

elektroferogramjai koziil néhanyat a 17. abran szemléltetiink.
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17. dbra: Szemlélteto elektroferogramok az altalunk talalt sporadikus RUNX1 mutaciokrol.
Vizsgalataink soran 7 esetben talaltunk RUNX1 mutans AML-t és minddssze egyetlen
esetben lattuk a JAK2 V617F és a RUNX1 mutacio egyiittes el6fordulasat.
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V.4. Allélspecifikus RUNX1 expresszi6 vizsgalata digitalis PCR-rel

A 1V. csaladban lathato jelentds klinikai heterogenitas hatterében all6 okok koziil
felmeriilt, hogy a tiinetmentes hordozé anyaban (1.1) a RUNX1 vad allélrol torténd
expresszioja mintegy védelmet biztosit a hemopoetikus sejtekben, mig az agressziv
lefolyast esetekben ez a mechanizmus nem érvényesiil é¢s eredményezheti a kezdd 1€pését
a daganatos transzformacionak. Ennek eldontésére allélspecifikus digitalis PCR-t (APCR)
vizsgélatot végeztiink. Ennek sordn eldszor teszteltiik a mintdk mindségét, az optimalis
higitas megtalalasa érdekében. A reakcid sikerességét, és a minta random eloszlasat a
mintegy 20.000 well-t tartalmaz6 chip-en a 18. abra szemlélteti. A 19. abran a I1.4-es
beteg mintajabol tortént chip futds eredményét lehet latni, szemléltetve a FAM illetve

VIC fluorokromokkal jelolt allélok random eloszlasat a chipen.

Data points above threshold 16,011 of 16,701
Total number of outliers : 2

18. abra: A chipek feltdltésének
sikerességét jelz6 molekulaval kapott kép.
A dPCR master mixhez kevert jelzo
molekula a reakcid sikerességétol
fiiggetlentil oszlik meg és a chipek
feltoltésének technikai sikerességét jelzi.

57



DOI:10.14753/SE.2017.2074

Data points above threshold 16,011 of 16,701
Total number of outliers : 2

19. abra: A FAM illetve VIC
jelzomolekulak  random  eloszlasat
mutatd chip térkép. Az assay sikeres
reakcio alapjan mutat szinelvaltozast,
mely alapjan a reakcid sikeressége
ellendrizheto.

Osszehasonlitottuk a tiinetmentes 1.1 személyben ¢és a 11.4-es beteg gyermekben a
FAM illetve VIC jelolt expressziot, (FAM-mutans/VIC-vad tipustl). Az I.1-es személy
mintajaban a mutans/6sszes transzkriptum aranya 44.36%-nak bizonyult, mig a 11.4-es
beteg gyermek esetében, akinél rendelkezésre allt RNS, a vizsgéalathoz 35.82% volt a
mutdns/Osszes transzkriptum expresszios aranya. A 20. abran lathato, hogy a klinikailag
tiinetmentes, mutacid hordozo személyben érdekes modon magasabb a RUNX1 p.R201*

mutaciot hordozo allélrol torténd expresszio.
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1.1 1.4
1.1 1.4

Vizsgalt allél RUNX1 p.R201*/RUNX1 vad tipus Vizsgalt allél RUNX1 p.R201*/RUNX1 vad tipus
FAM 3152.6 kopia/mikroliter FAM 1288 kopia/mikroliter
VIC 3957 kopia/mikroliter VIC 2309 kopia/mikroliter
Ardny (target/total) 44,36% Arany (target/total) 35,82%

20. abra: A FAM illetve VIC szignalokbol kapott expresszios adatok alapjan a targetre (RUNX1
p.R201*mutans allél) nézve (FAM jel) kapott expresszios szazalékok oszlop diagram szerinti
abrazolasa. Az egészséges hordozé 1.1-es személyben 44,36% a mutans/Gsszes expresszios
arany, mig a I1.4-es beteg gyermekben ez 35,82%-nak adddott.
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V.5. Klonélis evolucio vizsgalata a IV. csaladban

A varians allélfrekvencia adatok (VAF) felhasznaldsaval lehetdséglink volt
kovetkeztetni, hogy a mutaciok milyen idérendben jelentek meg az érintett egyénekben.
Ezek alapjan a dizigota ikergyermekekben a csiravonali eltérésen tul az elsé patogenetikai
1épés a 11.1-es gyermek esetén az SH2B3 mutacié megjelenése volt, majd a mutacio aUPD
kovetkeztében homozigota jelleglivé valt. A I1.2-es gyermek esetében 7-es kromoszoma
monoszdmia alakult ki, majd a JAK2 V617F mutacid jelent meg. Itt is a kovetkezd 1€pés
a mitotikus rekombinacidé kovetkeztében létrejové vad JAK2 allélvesztés volt, igy
homozigota V617F mutaciot eredményezve. A tobbi SNV, illetve kromoszomalis eltérés
melyet azonositottunk (I11.2: CDC27 [p.1634T, VAF 16.7%], RBBP8 [p.E320G, VAF
32.3%], 11.3: CDC27 [p.1493V, VAF 7.5%], I1.4: U2AF2 [Ql47E, VAF 41.2%]),
alacsony VAF értékkel bird szubklonalis eltérések voltak, csak késdbb a tumorsejtek kis

szazalékaban jelentek meg. A mutaciok idérendi kialakulasat szemlélteti a 21. dbra.

-l — RUNXI (sH283 H 12q aUPD | {+214 } = E}/

szubklonalis ‘

-2 — RUNXI—Monosomy 7— JAKZ H9p aUPD —{-9q —{cDC27 —> u/

szubklonélis szubklonalis

Hajlamosité esemény Kooperald genetikai események

21. abra: A mutaciok megjelenésének sorrendje, a tumorsejt frakcio és a VAF adatok alapjan
a dizigota ikerparban (I1.1-2). A RUNX1 csiravonali mutacio volt mindkét gyermek esetében
a predispondl6 tényezo. A I1.1.-es beteg esetében az SH2B3 mutacidja jelent meg, ami aUPD
kovetkeztében homozigotava valt, ezt kovette a mutans RUNX1 allél nyerésével tarsuld
kromoszoma eltérés. A 11.2.-es gyermek esetében a 7-es monoszémiat kovetden jelent meg a
JAK2 V617F mutacioja, mely aUPD-t kdvetden szintén homozigota jelleglivé valt. Ezt kovette
a szubklonalis mutaciok megjelenése.
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A 1l.4-es gyermek esetében lehetdségiink volt a diagndziskori és a relapszuskori
mintabol kapott VAF adatok Osszevetésére, mely alapjan lathatdo volt, hogy a
diagnoziskor kis szazalékban jelen 1évé JAK2 V617F mutans klon triggerelte a betegség
relapszusat. A 22. adbran lathatd szemléletesen a relapszust triggereld klon. A WES
adataibol lathato volt, hogy a csiravonali RUNX1 mutacid szintje végig stabil heterozigota
formaji maradt, a korabban magasabb dominans U2AF2 mutaci6 (VAF: 40%) a
relapszuskori mintdban csokkent (VAF: 29%) mig a korabban alacsonyabb JAK2 V617F
mutaciot hordozo klon emelkedett (VAF 19-42%), a relapszuskor latott képet 1étrehozva.

. 50~ RUNX1
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22. abra: A relapszuskor a kezdetben dominans U2AF2 muténs
klon tomege csokkent, a relapszust a JAK2 V617F mutéans klon
triggerelte.

Ahogy a fenti klinikai adatok részletezésében irtuk, tanulmanyunk kezdete 6ta a
I.4-es gyermek atesett a relapszust kovetd masodik csontveld-transzplantacion és
komplett remisszioban van. A Munkacsoportunk altal szekvenalt kovetési mintakban jol
lathatd, hogy a csontveld-transzplantacid hatdsdra a muténs allél eliminalodott a

csontveldbol (23. abra).
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23. abra: A ll.4-es gyermek transzplanticié el6tti és azt
kovetd mintajanak vizsgalata alapjan jol lathatd, hogy a
RUNX1 stop kodont eredményez6 mutacidja eliminalodott a
gyermek csontvel6i sejtjeibol.

V.6. A JAK2 46/1 haplotipus vizsgalata az FPD-AML csaladban

A JAK2 46/1 - V617F mutaciora hajlamosité - fenotipus vizsgalatahoz a 46/1
haplotipus kombinacidval (lasd feljebb) egyiitt 6rokl6dd un. zaszld6 SNP (rs12340895)
szekvenalasat hasznaltuk fel. Eredményeinket részletesen lasd a 24. dbran. Az édesanya
homozigoétanak bizonyult a 46/1 haplotipusra, mig az édesapa a non-46/1 haplotipusra. A

gyermekekben heterozigdta formaban jelent meg a V617F mutaciéra hajlamositd 46/1

haplotipus.
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24, abra: A 46/1 haplotipussal egylitt 6roklédd rs12340895 un. zaszlo SNP
szekvenalasanak eredményei. A sziilok koziil az I.1-es homozigota a 46/1
haplotipusra, mig az 1.2 a non-46/1 haplotipusra. A gyermekek koziil valamennyien
heterozigotak a 46/1 haplotipusra nézve. A 11.2-es gyermek esetében a non-46/1 allél
elvesztése is jol lathatdé az elektroferogramon (a C nukleotidot jelképezd cstics
jelentésen alacsonyabb).
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VI. Megbeszélés

Jelen munkank soran célul thztiik ki a familiaris myeloid daganatos
megbetegedések kialakulasanak és progressziojanak hatterében alloé genetikai eltérések
vizsgalatat Magyarorszagon. E betegségcsoport csaladi halmozodéasa régdta ismert,
azonban, genetikai hatteriik feltérképezése ¢€s klasszifikaciojuk csak napjainkban
kezd6dott el és hazankban mindezidaig nem zajlottak ilyen iranyu vizsgalatok.

Az Orokletes hematoldgiai daganatos megbetegedéseket, ma egy gyijtd
csoportba sorolva ismerhetjik meg a 2016-os WHO Kklasszifikacidban, ahol mint
familiaris MDS/AML prediszpozicidés szindromak szerepelnek (6). A csoport tagjai
klinikai és genetikai alapon vannak felosztva, azonban az ismeretek dinamikus valtozasa
miatt ez még boviild klasszifikacid. Az eddig megismert gének és mutacidok ugyanis a
familiaris eseteknek valosziniileg csak egy bizonyos hanyadat, egyes szerzok szerint 40-
50%-at magyarazzak (10). Ez a tény kiemeli a fontossagat a genetikai vizsgalatok
beépitésének a diagnosztikai algoritmusokba, illetve a csaladi halmozodast mutato, de az
eddig megismert mutaciokra negativ esetekben az Gjabb gének keresését teljes exom-
szintli vizsgalatok alkalmazasaval.

A koércsoport megismerésének torténetében az elsé mérfoldovet a RUNX1
mutacidinak felfedezése jelentette az els6 olyan jol dokumentalt csaladokban, ahol
myeloid malignitasok és vérzékenység halmozodott (11). Ezt kovette a CEBPA ¢és a
GATAZ gének mutéicioinak felfedezése familiaris MDS/AML hatterében, melyek koziil a
CEBPA gén mutacidja eldzetes klinikai tiinetek nélkiili AML megjelenését okozza, szinte
100% penetranciaval, mig a GATA2 mutacioi valtozatos immunologiai korképeket,
fokozott MDS/AML hajlammal. A CEBPA gén mutaciéi sporadikus AML-ben is
ismertek mintegy 10%-ban a CN-AML csoportban. Az tn. ,,double”-CEBPA mutans
AML 06nall6 entitas a 2016-os WHO Kklasszifikacioban. Egyes munkacsoportok
eredményei alapjan a biallélikus CEBPA mutans esetek mintegy 11%-a csiravonali N-
termindlis és szerzett C-termindlis mutacidot hordoz, mely felveti a csoportba esd
valamennyi beteg genetikai sziirésének lehetdségét (12, 94). Munkacsoportunk 2013 6ta
végez CEBPA mutacidanalizist valamennyi, az Intézetiinkbe érkez6 AML diagnosztikus
csontveld minta esetén, melyek koziil eddig 6sszesen 4 esetben taladltunk mindkét allélt

érintd CEBPA mutaciot, melyrdl egy esetben igazolni tudtuk az N-terminalis csiravonali
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eredetet. A jelen dolgozatban bemutatott I1l. szamu csaladban, halmoz6d6 n. ,,de-novo”
AML-t figyeltiink meg. Az elsd publikacio, melyben a familiaris AML hatterében a gén
(12). Habar az altalunk bemutatott csaladban jellemzden idGsebb életkorban jelent meg a
malignus fenotipus, a de novo jelleggel megjelend AML miatt felmeriilt a csiravonali
CEBPA mutacid, mint patogenetikai ok. A masik gén, mely célkeresztbe keriilt e csalad
vizsgalata soran, a DDX41 volt. A DDX41 az egyik legfrissebben felfedezett gén a
familiaris MDS/AML hatterében. Bar kezdetben a kozlemények alapjan iddskorban
megjelend csaladi halmozddast mutatdé MDS-ben irtdk le a szerepét, a késobbi
kozleményekben fiatalabb életkor és egyéb hematologiai malignitas is megjelent (17, 41).
A fenti csalad esetében e két génben vartuk a mutaciok megjelenését, azonban mindkét
esetben vad tipusu géneket azonositottunk. A tobbi ismert hajlamosité génmutéicio
analizisét is elvégeztiikk, minden esetben negativ eredménnyel. Valoszinisithetéen a
csaladi halmozodas hatterében itt egy eddig még ismeretlen genetikai tényezo allhat.

Hasonlod a helyzet az éltalunk bemutatott II-es szdmu csalddban is, ahol harom,
fiatal gyermekben jelent meg az MDS fenotipusa. Valamennyi ismert hajlamosito génre
elvégeztiik esetiikben is a vizsgalatot, negativ eredménnyel. Az eddigi irodalmi
varhattuk volna, azonban a teljes kodold génrégi6 vad tipustnak bizonyult. Ez a
felfedezés is tovabb erdsiti azt a tényt, hogy vannak még tovabbi azonositasra vard
hajlamosité genetikai tényezdk, akar egymasra nagyon hasonlitoé korképekben is, eltérd
csiravonali hajlamosité komponenssel.

A GATA2 csiravonali mutaciot hordozd esetekben, szines klinikai képpel
talalkozunk. Az Emberger-szindroma, MONO-Mac-szindroma, DCML-deficiencia
fentebb részletezett, valtozatos immunologiai korképek, melyeknél valtozatos sulyossagi
citopénia, nyirokodéma jellemz6 (72). A korképek koziil némelyiknél megfigyelték a
magas (70-80%) hajlamot MDS/AML kialakulasara. A kozos ezekben a korképekben,
Munkacsoportunk genetikai vizsgalomodszert allitott be a GATA2 gén mutacioinak
analizisére a teljes kodolo régidoban ¢€s vizsgélataink Ota egy esetben azonositottunk
GATA2 mutaciot egy tipusos MONOMac szindroma klinikai képét mutaté 40 éves

nbébetegben, aki azota szoros klinikai monitorozas alatt all. Felvetddik, hogy egy olyan
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Klinikai marker esetében, mint a GATA2 csiravonali mutacio, mely az irodalmi adatok
alapjan nagy penetrancidval hoz l1étre malignus fenotipust, megoldas lehet-e a hordozdk
még egészséges stadiumban térténd transzplantaciodja (15, 76, 78). Az altalunk azonositott

GATAZ2 mutécio képe lathato a 25.-6s abran.

WadA

25. abra: A munkacsoportunk altal azonositott elsé
magyarorszagi MonoMAC szindrémaban szenvedd

gyermekben talalt bizonyitottan patogenetikus
c.1192 C>T (p. R398W) pontmutacio.

Az irodalomban legrégebben ismert familiaris hematologiai korkép a vérlemezke
funkciozavar, mely fokozott malignitasi rizikdval jar egyiitt (42). Az elmult évtizedekben
egyre tobb ilyen betegséget hordoz6 csalddot sikeriilt megismerni, a legszélesebb
irodalmi leirdssal rendelkezd familiaris myeloid korkép lett, illetve sikeriilt feltarni a
52, 58). A korkép érdekessége, hogy mig egyes egyénekben csupan enyhe, vagy
szubklinikai vérzészavart hoz 1étre, addig az esetek ~40%-ban MDS/AML megjelenését
okozhatja. A korkép kialakuldsahoz feltehetden egyéb genetikai mechanizmusok,
addiciondlis hatasok is hozz4jarulnak. Az els6ként feltételezett ilyen szekunder eltérés a
masodik, vad tipusit RUNX1 allél elvesztése, vagy mutacidja az onkogenezis soran.
Preudhomme ¢és munkacsoportja az altaluk vizsgalt betegcsoportban az egyik
leggyakoribb szekunder eltérésként irta le (57). Szintén a klinikai heterogenitas

hatterében allo érdekes megfigyelés a kiilonb6zd tipusi RUNX1 muticiok kiilonbozd
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klinikai viselkedést eredményezd betegséget kivaltd hatdsa. Antony-Debré és
munkacsoportja irta le, hogy az Gn. domindns negativ (DN) hatassal bir6 RUNX1
mutaciok magasabb rizikét jelentenek a malignitds megjelenésére, mint a
funkcidvesztéses (LOF) tipusi mutaciok (93). A kozelmultban keriilt felfedezésre egy
ujabb szekunder genetikai komponens, melyet Yoshimi és munkacsoportja azonositott, a
CDC25 gént érintdé mutaciokat. A CDC25 egy tirozin foszfataz, mely a sejtciklus
szabalyozasaban vesz részt. Munkajuk soran FPD-AML-ben a daganat kialakuldsanak
stadiumaban, domindns, korai kléonban megjelend mutacioként talaltdk meg, amihez
tovabbi addiciondlis mutaciok is tarsultak kisebb klontomeggel, mint példaul
érdekességképpen a GATA2 gén mutacioi (95). Mindazonaltal, ezt a japan FPD-AML
csalddokban tett felfedezést tovabbi eurdpai €s amerikai tanulmanyokban sem sikertiilt
megerdsiteni, ami akar etnikai kiilonbségek meglétére is utalhat a kiilonb6z6 esetek
kozott.

Az altalunk azonositott, rendkiviil érdekes klinikai torténettel biré, FPD-AML
csalddban (IV.) heterogén klinikai kép volt lathato, de az AML fenotipuséval érintett
egyénekben igen nagy penetranciaval jelent meg a malignitds. A csaladban elsdként a
dizigota ikergyermekek (I1.1-2) valtak érintetté, szinte egy iddben, 5 éves korukban
keriiltek diagnozisra MDS talajan kialakult sAML-lel. Kezelésiik sajnalatosan
sikertelennek bizonyult és mindketten betegségiik szovOdményében elhunytak. 10 év
elteltével a csalad negyedik gyermeke (11.4) sziiletését6l kezdve hematoldgiai kovetés
alatt allt trombocitopénia miatt. Hasonldan 5 éves koraban valt érintetté, AML M4 alakult
ki nala, az egy évvel korabbi csontveldi vizsgalataban ezt megel6z6en mar diszplasztikus
eltérések voltak azonosithatoak. Az ikergyermekek esetén komplex citogenetikai elérések
voltak lathatéak, a Il.1-es gyermek esetében a +21q a RUNX1 mutans allél
harom kloén is jelen volt a diagnoziskor (7 del, 12 del és + iso 9).
A 1l.4-es gyermek nem hordozott citogenetikai eltérést. A csaladnal a RUNX1 p.R201*
LOH jellegli mutaciok altalaban trunkald jellegiek, mig a Runt domént érintd
pontmutaciok DN hatastak, az ép allélrdl atirddo géntermékre (59).

A csaladban megfigyelt nagyfokt klinikai heterogenitds okainak feltarasara

végzett teljes exom szekvenalas (WES) soran atlagosan 11 szomatikus eltérést (SNV)
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azonositottunk egyénenként. A sziiléi genomokhoz hasonlitva ki tudtuk zarni ezek
orokletességét, illetve a WES segitségével az egyéb ismert patognomikus gének
mutacioit.

E csaladban egy uj, korabban, FPD-AML-ben még nem azonositott kooperalo
mutacios mechanizmust azonositottunk. A harom, agressziv fenotipust mutatd, AML-ben

szenvedd gyermekben minden esetben a JAK-STAT jelatvitel érintettségét lathattuk. A

crer

crer

JAK2 mutacié homozigotava valt a 9-es kromoszoma rovid karjat érinté aUPD miatt
(V617F VAF 68%), mig a II.1-es gyermekben a 12-es kromoszoma hosszu karjat érinté
aUPD miatt az SH2B3 mutacio valt homozigota jellegiivé (R392Q VAF 68%), igy
novelve a mutans allél tomeget, hozzajarulva a mutacid erdteljesebb fenotipusbeli
megnyilvanulasahoz.

Az SH2B3 gén szerepe mar régota ismert volt a JAK2 negativ myeloproliferativ
neoplazmékban, bar a gén mutécioinak eléfordulasa a JAK2 mutéciokhoz viszonyitva
lényegesen ritkabb (96, 97). A 26. abran lathato a JAK-STAT jelatvitel sémas abrazolasa,
feltiintetve az SH2B3 részvétele is, mely szamos citokin jelatvitelt szabalyozni képes,
tovabba a JAK-STAT jelatvitelben gatld hatast tolt be. A gén mutacidi a kdzelmultban
leirasra keriiltek tovabba még ALL-ben és JMMoL-ban, talaktivalodo RAS jelatvitelt és
agressziv betegség lefolyast eredményezve (98, 99). Ismerve az SH2B3 élettani szerepét
¢s a klinikai képet latva eredményeink azt mutatjak, hogy az SH2B3 mutécioja, szintén a
JAK-STAT jelatvitel talaktivalodasan keresztiil vezetett a malignus fenotipus
megjelenéséhez, a homozigotava valas pedig fokozta a mutacio karositd hatasat az érintett

beteg gyermekben.
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26. abra: A JAK-STAT jelatvitel, az altalunk azonositott csaladban talalt
érintett JAK2 és SH2B3 gének pirossal jeldlve. Az altalunk bemutatott FPD-
AML csaladban a I1.1-es gyermekben mutaciot talaltunk az SH2B3 génben,
mig a I1.2-es és 11.4-es gyermekben a JAK2 génben. A mutaciok piros szinnel
feltiintetve.

A JAK2 és SH2B3 gének mutacidinak el6fordulasa sporadikus AML-ben
meglehetdsen ritka (<5%, <1%), jelen csaladban lathat6 halmozddasuk és egyilittes
eléfordulasuk felveti valamilyen JAK-STAT jelatvitelt vulnerabilissa tévo tényezének az
esetleges szerepét (100). Felvet6dott az ismert JAK2 46/1 haplotipus esetleges
hajlamosité szerepe is. A 46/1 haplotipus egy 4 nukleotidbol all6 SNP kombinéci6 a
JAK2 gén intronikus régioiban, mely egyiittesen eléfordulva (GGCC) homo- ¢és
heterozigota forméban is hajlamosit az adott allélon a V617F mutacié megjelenésére. A
46/1 haplotipussal a kapcsoltsagi 0roklddés szabalyai alapjan egyiitt 6roklodo
rs12340895 un. zaszl6 SNP sziirésével, konnyen vizsgalhato az SNP kombinacid
eléfordulasa az egyénben (101). Vizsgalataink soran a klinikailag tiinetmentes édesanya

(I.1) homozigéta tipusunak bizonyult a 46/1 haplotipusra nézve, mig az édesapa

69



DOI:10.14753/SE.2017.2074

homozigéta non-46/1 haplotipust hordozott. A gyermekekben heterozigéta formaban
fordult el6 a haplotipus. A V617F mutaciéo mindkét gyermekben a haplotipust hordozo
allélon fordult el6, tovabba a I1.2-es gyermek esetében a 9-es kromoszoma rovid karjat
érint6 aUPD a rs12340895 zaszl6 SNP homozigotdva valasat is eredményezte,
egybevagva az irodalmi adatokkal (102).

A fent részletezett kulcsfontossdgii konvergens evoluciot mutatd genetikai
eltérésen feliill, azonositottunk tovabbi mutéaciokat is az érintett csaladtagokban.
A CDC27 pontmutacidjat talaltuk meg a I1.2-es (1634T, VAF 16.7%) és 11.3-as (1493V,
(E320G, VAF 32.3%), mely gén a retinoblasztoma fehérje kotéfehérjéjét kodolja, igy a
sejtciklus szabdlyozasdban jatszik szerepet. A 1l.4-es gyermekben tovabba az U2AF2
mutacidjat azonositottuk (Q147E, VAF 41.2%), melynek mutacidi kis szdzalékban (<5%)
ismertek sporadikus MDS-ben (103). A CDC27 a fent emlitett CDC25c egyik ,,testvér”
génje, mely az anafazis promotald komplex (APC) egyik tagja, mely a cyclin-B ubiquitin
medialta lebomlasaért felelds, eldsegitve a sejtciklus stabilitasat. Mivel a CDC25c
szomatikus mutdcidja FPD-tAML-ben eddig csak &zsiai betegpopuldcidban keriilt
leirasra, ez érdekes etnikai kiillonbségre hivhatja fel a figyelmet az onkogenezis kapcsan.

Fenti eredményeink validalasan tal arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy a
fent latott JAK-STAT illetve RUNX1 konstellacié milyen gyakran fordul elé sporadikus
AML-ben. 59 AML-ben szenvedd beteg csontveldi mintaiban szirtiik a JAK2 V617F
RUNX1 sporadikus mutaciot, ebbol egy esetben tarsult a RUNX1 mutacié a JAK2 V617F
mutacioval, ellenben a vizsgalt eseteink kozt egyszer sem fordult eld egyiittesen az
kooperald mechanizmus nem jellemzd a sporadikus AML-re.

A JAK2 ¢és RUNX1 gének mutacidinak egyiittes el6fordulasa az MPN-ek
irodalmaban szintén ismert. A JAK2 V617F mutaciot hordozé MPN, sAML-be t6rténd
transzformacioja soran ismert a RUNX1 mutacio megjelenése, mint szekunder genetikali
eltérés, am az altalunk megfigyelt esetben ez id6ben forditott sorrendben tortént (104).
Annak eldontésére, hogy a jelen csaladnal latott nagy malignitasu betegség megjelenését

valoban a JAK-STAT jelatvitel okozza, a tiinetmentes hordoz6 1.1-es és I1.3-as személyek

crer
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végeztiik el. (10.000 x-es mélységgel) Az agressziv megjelenésii betegséget eredményezo
JAK-STAT jelatvitelt érinté mutaciok az esetiikben nem voltak jelen, ez altal igazolni
tudtuk, hogy megjelenésiik valoban az agressziv lefolyast korkép kialakulasanak
kulcslépése.

Az altalunk azonositott RUNX1 p.R201* mutacio funkcidvesztéses mutacio
(LOF) mely a vad allélrdl atirodd géntermék funkcidjat nem befolyasolja. A jelen
dolgozatban bemutatott csaladban az egyik legérdekesebb jelenség, hogy az 1.1-es
személy, a mutaciot hordozo édesanya 40 éve teljesen tliinetmentes mutacidé hordozo.
Az esetében latott jelenség hatterében megvizsgaltuk, hogy lehet e védo szerepe a vad
allélrol atirodo  RUNX1 fehérjének, mely mintegy ,pufferel6” hatast fejt ki és
ellenstilyozza a mutans allérol 4tirodo trunkalt fehérje karos hatasat a hemopoézisre.
A vizsgalat alapfelvetését az adta, hogy valds idejli PCR expressziot kovetéen az 1.1-es
anyanal magasabb 6ssz-RUNX1 expressziot kaptunk, mint a I1.4-es gyermeknél. Annak
eldontésére, hogy a magasabb expressziot melyik kopia adja digitalis PCR-t végeztiink
(dPCR). Erdekes modon az alapfelvetéssel teljesen ellentétes eredményt kaptunk.
Meglepd mdédon ugyan is az I.1.-es anya mint4jabdl kiindulva magasabb mutdns RUNX1
expressziot tapasztaltunk, mint a I1.4.-es beteg gyermek esetében.

A fentieken til meg kivantuk még hatarozni a WES-bdl nyert VAF értékek
alapjan a tumorsejt frakcidt (CCF) melynek segitségével kovetkeztethetiink a mutacidok
kialakuldsédnak idérendi sorrendjére az érintett betegekben. A 0. 1épés minden esetben a
RUNX1 csiravonali mutacio volt, ez inditotta el a patogenetikai folyamatokat, melyek a
betegség megjelenésé¢hez vezettek. A 11.1-es ikergyermek esetében az elsd 1épés volt az
SH2B3 mutacié megjelenése, mely a JAK-STAT jelatvitel tulaktivalodasat inditotta el
feltételezéslink szerint. A mutans allél karos hatasat tovabb emelte, hogy a 12-es
kromoszéma rovid karjat érinté aUPD miatt a mutacié homozigotava valt, emelve igy a
mutans fehérje mennyiségét a sejtekben. Ezt kovette a 21-es kromoszoma nyerés, mellyel
amutans RUNXI1 fehérje mennyisége ndovekedett meg a sejtekben. A 11.2-es ikergyermek
esetében a fentiekhez hasonldan az elsd 1épés a JAK-STAT jelatvitelt patologidsan
tulaktivald V617F mutacidé megjelenése, majd homozigdtava valasa (aUPD a 9-es
kromoszéma hosszu karjan) kovette, fokozva a mutans fehérje karositd hatasat. A CDC27
¢s az RBBP8 mutaciok szubklonalisak voltak, csak a tumorsejtek kis szazalé¢kdban

jelentek meg. A mutaciok kronologidjat a 21. abra szemlélteti. Visszautalva a fentebb
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emlitett RUNX1-JAK2 kooperaciora MPN-sAML esetében, jelen csalad példajan is
sikeriilt bizonyitani a kooperalé6 mechanizmus jelentdségét, a mutacié megjelenésének
sorrendiségét tekintve azonban forditott sorrendben.

Jelen dolgozat téméajat a fenti csalddok bemutatisan tal, a magyarorszagi
familiaris hematologiai betegek azonositasa €és egy diagnosztikus mutdcidanalizist
magaba foglal6 algoritmus bevezetése is adja. Familidris vérlemezke-funkciézavar és
ennek talajan kialakult MDS miatt keriilt a latoétérbe a fentebb bemutatott I-es szamu
csalad is ahol azonban nem sikeriilt azonositani az eddig ismert familiaris hajlamosito
gének koziil egyik esetben sem a mutécio jelenlétét. Kiilonosen a RUNX1, az ETVG,
illetve az ANKRD26 gének esetében vartunk volna genetikai eltérést, de jelen példa is azt
mutatja, hogy az FPD-AML genetikai feltérképezése még korant sem teljes, varhatoak
még ujabb gének, melyek mutédcioi a hattérben allhatnak. Valamennyi eddig ismert
familiaris hematologiai korképre hajlamosité gén analizisére metodikat allitottunk be
laborunkban ¢és elkezdtiik egybegyfijteni a hazankban eléfordulé familiaris eseteket. Jelen
dolgozatban az elsé négy dokumentalt csalad keriilt bemutatasra, de ezen tilmenden is
azonositottunk eseteket, ahol bar az orokletesség nem bizonyithatd, a patognomikus
mutacidt sikeriilt kimutatni, pl. a fent emlitett MonoMac-szindromanal, illetve egy
esetben biallélikus CEBPA mutacio hatterében azonositottunk csiravonali N-komponens
mutaciot. Az eddig emlitett CEBPA, DDX41, GATA2, RUNX1, ETV6, ANKRD26
sziirésen kiviil beallitottuk tovabba a TERC/TERT és az SRP72 gének mutacioinak, illetve
mutacios forropontjainak sziirési lehetdségét. Az Orvosi Hetilapban bemutattunk egy
diagnosztikus algoritmust (2016, 157. évfolyam, 8. szam, 283-289.), melyet Babushok
és munkacsoportjanak ajanlasai alapjan, modositva alkottunk meg (105). Az algoritmus

a 27. abran lathato.
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27. abra: A Babushok és kollégai ajanlasai alapjan modositott algoritmus, mely alapjan
laboratoriumunk 1étrehozta a familiaris hematologiai korképek sziirésének lehetOségét
Hazankban, amely a klinikai adatok fiiggvényében iranyt mutat, mely gén mutacios statuszat
érdemes megvizsgalni az érintett betegnél.

Kiilonods aktualitasat adja ennek a tény, hogy bar a 2016-os WHO klasszifikacioba
mar beemelték a csiravonali prediszpozicidos tényezdvel rendelkezd familiaris
hematoldgiai korképeket, a diagnosztika €s a szlirés eddig még nem volt része a rutin
diagnosztikdnak. Az ELNET (European Leukemia Network) 2017-es ajanlasaba is
bekeriilt, hogy AML esetében amennyiben klinikai gyanua 4ll fenn, el kell végezni a
csiravonali hajlamositdo tényezé szlirését is a rutin diagnosztika részeként (106).
jelentésége van a familiaris esetek felismerésének és elkiilonitésének. Godley, Churpek
¢s munkacsoportjaik mar 2013-ban klinikai ajanlasokat fogalmaztak meg a familiaris
kiadtédk a szerzdk, mely napjainkban irdnyado a betegek klinikai gondozasaban. Ebben
felvetik, hogy minden olyan esetben kezdeményezni kell a csiravonali mutacio
meghatarozasat ha: egy csaladon beliil kettd vagy tobb esetben fordul el6 MDS/AML,
citopéniak, aplasztikus anémia, csaladokban ahol MDS/AML ¢és egyéb szervi
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manifesztaciok, fejlodési rendellenességek halmozddva fordulnak eld, biallélikus CEBPA
mutacid esetén ¢€s minden serdiild gyermekben el6forduldé MDS esetében, GATA2
csiravonali mutacio iranyaba (30). A szerzOk tovabba pontos kovetési, monitorozasi
algoritmusokat bocsajtanak rendelkezésiinkre, ami a korképek egyre boviilo ismeretét
tekintve id6szeri. Napjainkban a csontvel6-transzplantacid eredményei javulnak, a
szupportacios technologiak fejlodésének kdszonhetden.
A familiaris hematologiai esetek azonban Uj helyzetet teremtenek a transzplantaciot
végzd team-ek szamadra hiszen a transzplantacid idozitése, a donorforras keresése és az
egészséges mutacid hordozok kovetése mind specidlis eljarast igényel a familiaris
hematologiai korképek esetén. A mutacidot hordozd de egészséges egyénekben is
sziikséges a csontveld biopszia elvégzése €s a szoros vérképkontroll. A betegek kezelése
nem tér el a sporadikus esetekétdl, egészen a csontveld-transzplantacid pillanataig, de a
kondicionalas és a csontvelédonor kérdésében mar kiilonlegesen kell eljarni. A csaladon
beliili 6sszes donorforrast elézetesen sziirni kell a mutacidhordozas szempontjabal (30).

Munkacsoportunk hazankban elkezdte a familiaris hematologiai korképek
Osszegyljtését, tovabba diagnosztikus panelt hoztunk 1étre és ma mar felmeriild klinikai
gyanu esetén a mindennapi diagnosztika részeként, vizsgaljuk a betegeket valamennyi
esetben az ismert hajlamosito gének tekintetében. A fent bemutatott FPD-AML csalad
remélhetdleg Ujabb hajlamositd gének kimutatasdval és kooperdldé mechanizmusok
feltarasaval, egyre mélyebben megismerhetjik ezt az igen szertedgazd 1j
betegségcsoportot. Mindezek alapjaul szolgalhatnak e ritka és kiilonleges betegcsoport
pontosabb diagnosztikajanak és rizikobecslésének, végeredményben a betegek pontosabb

kovetését és sikeresebb kezelését eredményezhetik Magyarorszagon.
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VIIl. Kovetkeztetések

A disszertacié fobb megallapitasai az alabbi pontokban foglalhatdak dssze:

* Munkank soran azonositottuk az els6 négy, myeloid malignus hematologiai

betegség-halmozodast mutatd csaladot Magyarorszagon.

= A részletes genetikai vizsgalat eredményeképpen harom csalad esetében az eddig
ismert valamennyi hajlamosito tényez6 vizsgalata negativnak bizonyult, utalva arra,

hogy ezek hatterében feltehetden még nem azonositott germline eltérés allhat.

» Az FPD-AML-ben szenved6 csalad (IV) esetében a RUNX1 gén p.R201%*

crer

= A IV. csaladnal lathatdé nagyfoku heterogenitds hatterében egy 0j kooperald
mechanizmust azonositottunk, amely a RUNX1 germline hajlamosité mutacio,
valamint a JAK-STAT jelpalya komponenseinek (JAK2 és SH2B3) konvergens

evolucioja jellemez.

= Az altalunk megvizsgalt sporadikus AML esetekben ritkan fordulnak el6 a
RUNX1 ¢és a JAK-STAT jelpalya komponenseinek (JAK2 és SH2B3) egyiittes

muticioi.
= Jelen értekezés keretén beliil elvégzett munka eredményeképpen immar

rendelkezésre all a familiaris myeloid daganatok hatterében allé valamennyi ismert

genetikai eltérés rutinszerti diagnosztikus vizsgalata Magyarorszagon.
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VI11. Osszefoglalas

A hematologiai korképek csaladi halmozdodasa régota ismert jelenség, am a korképek
genetikai hatterét csak az elmult egy évtizedben kezdtiik el megismerni. Napjainkra egyre
szinesebb kép rajzolodik ki az érintett génekrdl és iranyelvek is sziilettek a specialis
klinikai helyzetet teremtd betegségek kezelésérdl, azonban a rutin diagnosztikdban még
nem honosodott meg a genetikai sziirés. A 2016-os WHO klasszifikacionak megfeleléen
a CEBPA, aRUNX1, az ANKRD26, az ETV6, a GATA2,a TERT/TERC ¢és az SRP72 gének
csiravonalbeli mutaciodi ismertek a familiaris myeloid daganatok hatterében. Hazankban
mindezidaig ezen korképek eldfordulasarol illetve genetikai jellemz6ir6l nem allt
rendelkezésre adat.

Munkacsoportunk célul tlizte ki a familiaris myeloid hematoldgiai daganatok
eléfordulasanak vizsgalatdit Magyarorszagon, Az ijjonnan azonositott esetek hatterében
feltételezhetden allo 6roklddo genetikai eltérések vizsgalatat. Munkank soran sikerrel
azonositottunk négy csaladot, ahol myeloid malignitas csaladi halmozodasat figyeltiik
meg. Az elsd magyarorszagi FPD-AML csaladban, ahol négy gyermek volt érintett
MDS/AML-lel, azonositottuk a RUNX1 gén p.R201* stop kodont eredményezd
exomszekvenalas segitségével egy 0 kooperald mechanizmust azonositottunk, amit a
RUNX1 germline hajlamosit6 mutacio, valamint a JAK-STAT jelpalya komponenseinek
(JAK2 ¢és SH2B3) konvergens evolucioja jellemez, és melynek megjelenése agressziv
betegség lefolyast eredményezett. A tobbi csalad esetében az eddig ismert genetikai
hajlamositd tényezék mutacioi nem jelentek meg, ami alatimasztja azt az elképzelést
mely szerint a familidris hematologiai korképek hatterében allo gének listdja még
korantsem teljes.

A familiaris hematologiai korképek megkiilonboztetett figyelmet érdemelnek a
sporadikus esetek kozt, nem csupan azért mert kivalo biologiai modellként szolgalnak a
betegség megismerésére, hanem mert kiilonleges figyelmet érdemelnek mind a
transzplantacid, mind az egészséges hordozok kovetésének tekintetében. A munkank
soran beallitott genetikai vizsgalomodszerek immar rendelkezésre allnak a magyarorszagi

familidris hematoldgiai korképek vizsgalatara.
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IX. Summary

Although genetic predisposition to haematological malignancies has long been
known, genetic testing is not yet part of the routine diagnostics. In the last ten years, next
generation sequencing based studies identified novel germline mutations in the
background of familial aggregation of certain hematologic disorders including
myelodysplastic syndromes (MDS) and acute myeloid leukaemia (AML). The 2016
WHO classification of myeloid tumors includes a new category: the myeloid neoplasms
with germ line predisposition. According to the new classification, the germline
mutations of CEBPA, DDX41, RUNX1, ANKRD26, ETV6, TERT/TERC, GATA2 or
SRP72 genes are characteristic features of the familial myeloid malignancies. The
incidence and genetic background of familial haematological malignancies (FH) has not

yet been studied in Hungary.

Our aim was to study the incidence of familial myeloid malignancies in Hungary and
to perform analysis of the culprit predisposition genes in the newly identified families.
We identified four families with apparent clustering of myeloid malignancies. The first
Hungarian FPD-AML family with four affected siblings was characterized by germ line
p.R201* mutation of the RUNX1 gene. Using this novel RUNX1-mutated family as a
model, we identified a novel co-operating molecular mechanism in the background of the
observed clinical heterogeneity, characterized by concurrent RUNX1 and JAK-STAT
mutations and convergent evolution of these alterations. In case of the remaining three
families we identified no mutations in the background of the autosomal dominant
inheritance pattern. This finding supports the fact that additional genetic factors in the

background of FH’s remain to be identified.

FH’s represent a peculiar group of disorders. They not only represent unique models
to understand the biology and pathomechanism of leukaemias, but they also need a special
clinical attention with respect of bone marrow donor selection and monitoring of healthy
mutation carriers. The diagnostic assays developed as part of this work are now available

for routine mutation screening of familial myeloid malignancies in Hungary.
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