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1. Roviditéesek jegyzéke

2-HG: 2-hydroxyglutarat

AML.: akut myeloid leukémia

APEL: apurinic/apyrimidinic endonukleéaz 1

AraC: citarabin

ASXL1: additional sex combs like 1

ATRA: csupa-transz-retinsav (all-trans-retinoic acid)
AZA: 5-azacitidin

BER: bazis exciziés DNS-repair

BIiTE: bispecifikus antitest

CBF: core binding faktor

CEBPA: CCAAT/enhancer-binding protein alpha gén
CHIP: clonal hematopoiesis of indeterminate potential
CMV: cytomegalovirus

CR: teljes remisszio

CSA: cyclosporin

ddPCR: droplet digitélis polimeraz lancreakcio
DEK-NUP214: DEK proto-onkogén nukleoporin 214kDa
DNMT3A: DNS (citozin-5)-metiltranszferaz 3A

DNS: dezoxiribonukleinsav

ELN: Eurdpai Leukémia Net

ESZSZK: Egyesitett Szent Istvan Szent Laszl6 Kdrhaz
EZH2: enhancer of zeste 2

FACS: &ramlési citometria

FDA: Food and Drug Administration

FISH: fluoreszcens in situ hibridizécid

FLAG-IDA: fludarabin-idarubicin

FLT3-1TD: fms-like tirozin kinaz gén internal tandem duplikacio
FLT3-TKD: fms-like tirozin kinaz gén tirozin kindz domén mutacio
G6PDH: gliikéz-6-foszfat dehidrogenaz

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
G-CSF: granulocyta koldniastimulalé faktor
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GVHD: graft-versus-host betegség

HLA: human leukocita antigén

HRM: high resolution melting

HSCT: hematopoetikus dssejt transzplantaciot

IDH: izocitrét dehidrogenaz

IDH1: izocitrét dehidrogenaz 1

IDH2: izocitrat dehidrogenaz 2

JM-PM: juxtamembran régidt érintd pontmutaciod
KDMBG6A: lizin-specifikus demetildz 6A

KIR: Killer cell immunglobulin-like receptor

KIT: mast/stem cell growth factor receptor

LoB: hattér mérés (limit of blank)

LoD: detekcids kiiszobérték (limit of detection)

MAC: myeloablativ kondicional6 kezelés

MDS: myelodiszplazias szindroma

MFC: multiparaméteres aramlasi citometria

MHC: major hisztokompatibilitasi komplex

MKT2A: lizin (K)-specifikus metiltranszferaz 2A

MLL: kevert vonal leukémia (mix lineage leukemia) gén
MPN: myeloproliferativ neoplazia

MPS: massziv parallel szekvenalas

MRD: mérhet6 rezidualis betegség

MUD: HLA-identikus idegen donor

NGS: (j generacios szekvenalas (next generation sequencing)
NK: normal kariotipus

NPM1: nukleofoszmin 1

NRAS: NRAS proto-onkogén

NRM: nem relapszushoz kothet6 halalozés (non-relapse mortality)
OS: osszesitett talélés (overall survival)

PCR: polimeraz lancreakcio

PTD: reszleges tandem duplikacio (partial tandem duplication)
g-PCR: kvantitativ PCR
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R132 (C/H/S/PIG/L): 132-es arginin aminosav  cserével jar6  mutécid
(cisztein/hisztidin/szerin/prolin/glicin/leucin)

R140Q: 140-es arginin glutamin cserével jaré mutacio

R172K: 172-es arginin lizin cserével jaré6 mutacio

RARA: retinsav receptor a

RIC: csokkentett intenzitasu kondicional kezelés

RNS: ribonukleinsav

RUNX1: Runt-related transzkripcios faktor 1

RXR: retinoid X receptor

SF3B1: splicing factor 3b subunit 1

SIR: sirolimus

SNP: egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotid polimorphism)
SRSF2: serine arginine-rich splicing factor 2

STAG2: cohesin subunit SA-2

TAC: tacrolimus

TA-TMA: transzplantaciéhoz kothetd trombotikus mikroangiopatia
TET2: Ten-eleven-translocation-2

TGFB1: transzformal6 novekedési faktor bétal

U2AF1: U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1

VAF: varians allél frekvencia

WHO: Egészségugyi Vilagszervezet (World Health Organization)
ZRSR2: Zinc finger (CCCH type) RNA-binding motif and serine/arginine rich 2
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2. Bevezetés

2.1 Akut myeloid leukémia dltaldnos jellemzék

Az akut myeloid leukémia (AML) a myeloid hematopoetikus 6ssejt klonalis
megbetegedése. Heveny betegség, melyet a myeloid sejtek differencidcidjanak gatlasa és
mintegy egyharmada masodlagos AML. A szekunder AML két-harmada mas myeloid
betegség transzformécidja sorén alakul ki [ennek megkdzelitdleg 50%-a myelodiszplazia
(MDS) talajan, mig 27%-a myeloproliferativ neoplaziab6l (MPN)], az egy-harmada
pedig terapidhoz kapcsoltan. Hajlamositd tényezdk lehetnek vegyszerek (benzol, aromas
szénhidrogének, egyes festékek), illetve sugarzas, kemoterdpia. Gyakrabban fordul el6
Down-szindromas betegekben. [1]

Az AML {6 jellemzéje az éretlen myeloid 6ssejtek (blasztok) felhalmozodasa a
csontvel6ben és a periférias vérben. Mivel a koros sejtek kiszoritjak a normalis vérképzo
sejteket a csontvel6bdl, a tiinetek legtobbszor a csontvelo-elégtelenség jelei (anémia miatt
faradtsag, gyengeség, trombocitopenia miatt vérzés, és neutropenia miatt sulyos
fertézések); ritkabban a blaszt sejtek kiilonboz6 szerveket is infiltralhatnak (pl. iny, bér,
kdzponti idegrendszer).

Az AML diagndzisanak igazolasahoz a csontveldben/ periférias vérmintaban 20%
feletti myeloblaszt ardny (aramlasi citometriaval torténé meghatarozas) sziikséges,
azonban egyes visszatéré AML-re jellemz6 genetikai eltérések esetén alacsonyabb blaszt
arany is elégséges. Az AML-re jellemz6 az anémia és trombocitopenia, az abszolut

neutrofilszam pedig a fehérvérsejtszamtol fliggden alacsony vagy normal lehet. [2, 3]

2.2 Genetikai héattér
Az AML igen heterogén genetikai hatter(i malignitas, amelyeket citogenetikai és
molekularis genetikai mdédszerekkel mutathatunk ki. Az AML kialakulasanak egy régebbi
kettOs talalat elImélete szerint a betegség megjelenéséhez legaldbb két mutacio egyidejii
jelenléte sziikséges, melyek kozul az egyik mutacié a proliferaciot serkenti, a masik
differenciaciot blokkolja. Az elmélet szerint mindegy, hogy melyik genetikai eltérés
alakul ki elészor, a lenyeg, hogy mindkét mutécio tipusnak jelen kell lennie a klonban.

[4] A jelenleg is elfogadott nézet szerint az AML Kkialakulasa mas malignus
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betegségekhez hasonléan tobblépcsés patogenezisti, amelyhez tébb mutacié egymaést
kovetd kialakulasa sziikséges. Jelen ismereteink szerint az AML a tébbi malignus
betegségekhez viszonyitva, a gyerekkori tumorokhoz hasonléan viszonylag alacsony
szamu mutacioé kovetkezménye, feltételezhetéen a csontveld védett elhelyezkedésének
kovetkeztében. [5] Egy AML atlagosan 13 génmutacio kovetkeztében alakul ki, amelyek
kozul atlagosan 5 mutécié taldlhatd olyan génekben, amely AML-ben visszatéréen
érintett. [6] El6szor altalaban az an. pre-leukémids mutacio(k) jelen(nek) meg a
csontveldi Ossejtekben, amelyek jelenléte még énmagukban nem vezetnek az AML
kialakulasdhoz. [7] A pre-leukémias mutaciok eléfordulhatnak mas myeloid
malignitasokban, pl. MDS-ben vagy MPN-ben; de jelen lehetnek akar tiinetmentes
egyénekben is (clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP). A pre-leukémias
mutéciok egyik jellemzdéje a magas varians allél frekvencia (VAF) diagnoziskor. A
kezelést kovetden a pre-leukémias mutaciok perzisztalhatnak remisszidban, amely nem
feltétlendl jelenti minden esetben a leukémia kozelgd relapszusat. Az epigenetikai
valtozasokat eredményezé mutaciok gyakran pre-leukémias jelleglieck. Az AML un.
alapitd mutéacioi felelések az AML kialakulasaért. Ezek a mutaciok gyakran
transzkripcids faktorokat érintenek, amelyek a myeloid differenciacioért felelések.
Jellemzdik, hogy a kiilonbozd alapitd mutaciok nem fordulnak eld egy beteg esetében
egyuttesen, igy az AML genetikai klasszifikacidjanak az alapjaul szolgéalnak. Az alapit6
mutaciok mennyisége (VAF) dsszefuggést mutat a leukémias tumor tomeggel. Az alapitd
mutacio kialakulasat egy vagy tébb dominans klon mutacié megjelenése kovetheti (1.
abra). A dominans klon mutaciok jellemzben a jelatviteli utvonalak aktivalodasahoz és
kdvetkezmenyes sejtproliferadciohoz vezetnek. Gyakran a leukémia kisebb szubklénjaban
vannak jelen. Relapszuskor gyakran megfigyelhetd, hogy a pre-leukémias és alapitd
mutaciok ismételten megjelennek, mig a dominans klon mutaciok eltlinnek, esetleg mas

tipusuk jelenik meg.
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AML diagnozis remisszio relapszus
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1.4bra. AML kialakulasanak tobblépcsés patogenezise David Grimwade és mtsai, Blood,
2016;127(1):29-41 alapjan

Az AML Kkialakul&sa soran az egyén egészseges csontvel6i 6ssejtjében mutacio
kovetkezik be, ezaltal egy pre-leukémias klon alakul ki. Tovabbi mutacié kdvetkezteében
egy alapitd klon jon létre, majd egy Ujabb mutacio hatasara végezetil egy dominans klén
alakul ki. Az AML klinikai képe tobb mutaci6 egyuttes hatasara alakul ki, diagnoziskor
gyakran tobb mutécié jelenléte igazolhatd. Ha a kemoterapias kezelés hataséara a beteg
remisszioba kerdl, el6fordulhat, hogy (i) minden ismert mutacio eltlinik a csontveldi
sejtekbol vagy (ii) a pre-leukémias klon tovabbra is fennmarad. Relapszus esetén az AML
beteg kiilonboz6 genetikai hattérrel rendelkezhet. A betegseég lehet (iii) stabil genetikai
hatterii, vagyis a diagnoziskor észlelt mutaciok jelentkeznek relapszusban is, (iv) klonalis
progresszio léphet fel, Uj mutécio is kialakul relapszusban a diagnoziskor azonositott
mutaciok mellett, vagy (v) megvaltozott genetikai hattér jon létre, ebben az esetben a
diagnoziskor jelen 1év6 alapitd és domindns klon mutdcidk egyike sincs jelen

relapszusban, helyettiik teljesen 1j mutaciok figyelhetéek meg.
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2.2.1 Citogenetikai hatter

Az AML betegek mintegy 50%-aban taldlhat6 kromoszéma eltérés. Az

Egészséglgyi Vilagszervezet (WHO) 2016-0s besorolasa szerint a kovetkezé

citogenetikai eltérések az "AML visszatérd genetikai eltérésekkel” csoportot kepviselik.

Mindegyik felsorolt citogenetikai eltérés kilén WHO kategoériat képez, alapito, azaz

primer genetikai eltérés, amelyek egymassal nem tarsulnak.

1.

N

AML 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1 (runt-related transzkripciés faktor 1)
fuzidés génnel — jellemzé tarsuld szekunder citogenetikai eltérései: del(9q), -X/-Y

kromoszéma. Fiatalabb betegekre jellemz6, gyakorisaga 1-5%.

. AML inv(16)(p13.1922) vagy t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 fuzi6s génnel —

jellemzben akut myelomonocitas leukémia abnormalis eozinofiliaval morfoldgiaval
tarsul. Gyakori szekunder citogenetikai eltérései: del(7q), 8-as kromoszéma triszomia,
21-es kromoszoma triszOmia, illetve 22-es kromoszéma triszomia. A 22-es
kromoszoma triszdmidja kulonosen specifikus inv(16)-ra. Gyakorisdga 5-8%,
fiatalabb betegekben fordul el6.

. AML t(15;17)(924.1;921.2); PML-RARA f0zi6s génnel- akut promyelocitas leukémia

morfologiai képpel. Gyakori szekunder genetikai eltérése a 8-as kromoszéma
triszdmiaja. Féként kozépkoru betegekre jellemzo, 5-8% a gyakorisaga. [2]

. AML 1(9;11)(p21.3;923.3) MLLT3-KMT2A fuziés génnel — Feln6tt AML-ben a

leggyakoribb  11g23/KMT2A  atrendezédések  4-24%-ban  fordulnak  el6:
t(11;19)(q23;p13.3)/ KMT2A-MLLT1 (MLL-ENL), t(10;11)(p12;923)/ KMT2A-
MLLT10 (MLL-AF10), t(6:11)(q27:q23)/ KMT2A-MLLT4 (MLL-AF6),
£(11:19)(q23;p13.1)/ KMT2A-ELL (MLL-ELL), t(9:11)(p22;923)/ KMT2A-MLLT3
(MLL-AF9). [8] Gyerekekre jellemzObb 9-12%, felnéttekben 2% az el6fordulasa.

. AML (6;9)(p23;q34.1) DEK-NUP214 — Gyermekek és felnéttek egyarant érintettek,

0,7-1,8% a gyakorisaga.

. AML inv(3)(g21.3926.2) vagy t(3;3)(q21.3;926.2) GATA2 MECOM - gyakran tarsul

mas citogenetikai eltérésekkel: pl. del(5q), 7-es kromoszoma monoszomiaja. Féleg

felndttekre jellemzd, 1-2%-ban fordul eld.

. AML 1(1;22)(p13.3;913.3) RBM15-MKL1 — akut megakarioblasztos leukémia

morfologiai képpel jar. A primer citogenetikai eltérés mellett szekunder eltérés nem

10
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azonosithatd. Ujszildttek és haroméves kor alatti kisgyermekek esetén gyakoribb.
Gyakorisaga 1-2%, n6i predominancia jellemzi. Intenziv kemoterapiéara jol reagél.

8. AML inv(9;22)(g34.1;q11.2) BCR-ABLL1 — primer eltérés, szekunder eltéréskent 7-es
kromoszOma monoszomia, illetve 8-as kromoszoma triszomia figyelheté meg.
Felnéttekre jellemzd, gyakorisaga <1%. [2]

Az "AML myelodiszpldzidhoz kapcsolt valtozasokkal” alcsoport szinonimaja az
MDS-t kovetd AML vagy AML tébbvonalas diszplaziaval. Az AML-es betegek 24-35%-
at jellemzi, foként iddsebb betegek esetében fordul el6. A csoport jellemzd
Kiegyensulyozatlan citogenetikai eltérései: 7-es kromoszoma eltérése vagy del(7q),
del(5q) vagy t(5q9), 17q izokromoszoma vagy t(17p), del(11q), del(12p) vagy t(12p),
illetve idic(X)(g13), valamint kiegyensulyozott eltérései: t(11;16)(g23.3;p13.3),
t(3;21)(g26.2;922.1), t(1;3)((p36.3;921.2), t(2;11)(p21;923.3), 1(5;12)(q32;p13.2),
t(5;7)(932;911.2), t(5;17)(932;p13.2), t(5;10)(q32;921), t(3;5)(925.3;935.1).

A terdpidhoz kapcsolt myeloid neopléaziak (t-MN) esetében a betegek 90%-anal
azonosithatd citogenetikai eltérés. A betegek 70%-aban kiegyensulyozatlan kromoszéma
eltérések [példaul del(5q), -7, del(7q), del(17p); komplex Kkariotipus eltérések]
figyelhetoek meg. Ezeknél a kromoszoma eltéréseknél jellemzo, hogy gyakran hossza
latenciaperiodus és myelodiszplazias el6ézmény utan alakulnak t-AML formaba; valamint
gyakori az alkilalészer és a radioterdpia alkalmazésa. Az esetek 20-30%-&ban
kiegyensulyozott transzlokaciok mutathatéak ki [példaul t(11923), t(8;21)(q22;922.1);
t(3;21)(g26.2;922.1) t(15;17)(g24.1;921.1) és inv(16)(p13.1922)]. Ezek megjelenésére a
terapiat kovetd rovid latencia periddus jellemzd, valamint a kordbbi topoizomerdz Il

inhibitor kezelés. [2]

2.2.2 Molekuléris genetikai hattér

A The Cancer Genome Atlas Research Network (Rak Genom Atlasz Kutatasi
Hal6zat) 2013-ban megjelent tanulmanyaban 200 AML-es beteg genomjat vizsgalta, 50
beteg esetén teljes genom, mig 150 betegnél teljes exom szekvendlast végeztek. A
tanulmanybdl kiderult, hogy a mutaciokat hordozo fehérjék funkciojuk alapjan t6bb
csoportba sorolhatoak: myeloid transzkripcios faktorok, szignaltranszdukcios faktorok,

nukleofoszmin 1 (NPM1), DNS metilaciét szabalyozdk, hisztonmodifikaciot

11
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szabalyozok, kohezin komplex, splicesome komplex, illetve tumor szupresszor fehérjék.
[6]

A transzkripcids faktorok a feln6tt AML betegek kb. 20-25%-aban mutalodnak,
az AML alapitd mutacidi. [9] Ezek kozé tartoznak peldaul: RUNX1 fazioi és mutacioi,
CBFB flzitdja, RARA fuzioi, CEBPA és GATA2 gének mutacioi. A core binding faktor
(CBF) egy transzkripcios faktor, mely a és B alegységekbdl all. Az alfa alegységet a DNS
kotésért felelés doment tartalmazza (RUNT domén) harom gén kodolhatja, ebbdl a
RUNX1 jatszik szerepet a myeloid hematopoesisben. A RUNX1 génnek szamos
frameshift és missense mutacioja ismert, melyek az AML betegek kb. 10-15%-aban
vannak jelen. [10] A béta alegység (CBFB) az a alegységet stabilizalja, transzkripcios
koaktivatorokat kot, amelyek hiszton acetiltranszferazokat kotnek. A retinsav receptor o
(RARA) a 17-es kromoszoman talalhat6. Leggyakrabban a 15-0s kromoszoman talalhatd
promyelocyta leukémia génnel (PML) kiegyensulyozott transzloké&cidban figyelhet6
jatszik szerepet. Az N-terminalis régioban foként frameshift mutaciok fordulnak el6, mig
a C-terminalis régiéban in-frame mutacidk. Féként AML M1 és M2-ben, éretlen
morfologiaban fordul elé 7-15%-ban. Emberben mutécidja esetén az érett neutrofil és
eosinophil granulocytdk hianyoznak. AML-ben kilon WHO kategorianak akkor
tekinthet6, ha a gén mindkét allélja érintett (biallélikus mutacio), ltaldban az egyik
mutacio a C-terminalist, a masik pedig az N-terminalis régiot érinti. A GATA2 mutacid
az AML betegek mintegy 5%-aban van jelen. [11]

A szignéltranszdukcios faktorok az AML esetek mintegy kétharmadaban
jatszanak szerepet.[12] Ezek a mutéacidk altalaban a dominans klénban vannak jelen, az
AML kialakulasanak utolso 1épcsdénél figyelhetéek meg, nem képeznek kilon WHO
entitast. [2] A jelatviteli utvonalak konstitutiv aktivalodasa miatt a szignaltranszdukcids
faktorok mutécioi kdvetkezményes proliferacios elényt biztositanak az AML sejtklonnak.
Az fms-szeri tirozin kinaz 3 gén (FLT3) mutacidok gyakoribbak fiatal felnétt betegek,
normal kariotipussal (NK) rendelkez6k esetén, illetve magasabb fehérvérsejtszammal és
és differencicidjaban; genetikai eltérései aktivalo mutaciok, mely proliferacios elonyt
eredményeznek. [4] A FLT3 génnek harom mutacid tipusa ismert: a juxtamembran régiot

érintd internal tandem duplikécio (ITD), tirozin kindz domént (TKD) érint pontmutécio,
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illetve a juxtamembran régiot érinté pontmutacio (JM-PM). [14] Az FLT3-ITD mutacio
esetén harommal oszthatd szamud nukleotid épll be a juxtamembran régidba, igy az
olvasasi keret nem tolodik el, funkcioképes fehérje irddhat at a mutans génrél. Az FLT3-
ITD az egyik leggyakoribb genetikai eltérés, a felnétt AML kb. 20-30%-ban, [15-17] a
gyerekkori AML 5-15%-aban van jelen. [18, 19] Az FLT3-TKD mutacidk esetében az
aminosavcserével jaré pontmutaciok leggyakrabban a 835. és a 836. aszparaginsav,
illetve izoleucin aminosavakat érintik. Az AML betegek mintegy 7%-ban figyelhetéek
meg. Az FLT3 mutéciok kialakuldsa az AML patogenezisében kés6i események, amelyet
szamos tanulmény aldtdmaszt: (i) az FLT3 mutaciok egészséges id6s kortiakban
nincsenek jelen; [20, 21] (ii) nem figyelhet6ek meg a betegek periférids vér mintajaban
honapokkal, évekkel az AML diagnoézisa elétt [22, 23]; (iii) az FLT3 mutacidk ritkan, kb.
3%-ban fordulnak el6 MPN akcerelalt vagy blasztos fazisaban [24] és <5%-ban MDS-
ben; [25, 26] (iv) pre-leukémias hematopoetikus &ssejtekben nincsenek jelen; [27] (V)
85%-0s stabilitdssal rendelkezik, gyakran eltiinik vagy 0j mutacioként jelenik meg
relapszusban. AML-ben a rat szarkoma (RAS) onkogén csalad tagjai kozil az NRAS
mutaciok 7-25%-ban, mig a KRAS 3-5%-ban van jelen. [28, 29] AML-ben a mast/stem
cell growth factor receptor (KIT) génben a 8-as (juxtamembran régid) és a 17-es (2.
katalitikus doménban D816V) exonok mutalédhatnak. [9]

NPM1 sejtciklust szabalyoz6 multifunkcionalis fehérje, az 5935 kromoszoma régidban
helyezkedik el és 12 exonbdl all. Nukleinsav kotd, hisztonkotd és oligomerizacios
domennal rendelkezik, és az N-termindlis végével képez kapcsolatot méas fehérjékkel.
nukleoluszban. Szerepet jatszik a centroszoma duplikacioban, illetve az alternate-
reading-frame protein (ARF)-p53 tumor szupresszor Ut regulatora. [30] Ingazik a sejtmag
és a citoplazma kozott. [30, 31] A normélis szerkezetli NPM 1 fehérje foként a sejtmagban
helyezkedik el. [31] Az NPM1 mutacioi minden esetben a gén legutolsd 12-es exonjat
érintik (leggyakrabban 4 nukleotid beszurddas) és a mutaciok kovetkeztében a C-
terminalis végen frameshift alakul ki. Az NPM1 mutaciék 75-80%-a Un. A-tipusu 4
nukleotid duplikécio (c.860_863dupTCTG, p.Trp288CysfsTerl2). Az A-, B- és D-tipusu

mutaciok (B- és D- tipus esetén 4 bazispar inzercio ugyanebben a pozicidban) az 6sszes
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mutacio 90%-at teszik ki, a maradék 10% ritka (nem csak ezt a 4 bazispart érinthetik, 2.
abra). [28]

NPM1 mutacick

TCTG A tipus
CATG B tipus
CCTG D tipus
CTTG N

TATG

TCGG

> Ritka
mutaciok

CCGTT

TCAAGACTTTCTTA

ACAA J

2.4bra. NPM1 mutécio tipusok lvey és mtsai, NEJM, (2016) alapjan

Az olvasasi kereteltolodassal jar6 NPM1 mutaciok nem befolyasoljak az NPM1
fehérje szintézist, de a koros szerkezetli NPM1 fehérje a citoplazmaban lokalizalodik. A
chaperon-szerepet jatsz6 NPM1 koros citoplazmatikus lokalizacidja szamos tovabbi
fehérje koros lokalizacidjat és funkciovesztését eredményezi: (i) a myeloid
differencidcioért felelés PU.1 transzkripcids faktor nem jut be a sejtmagba, (ii) az
apurinic/apyrimidinic endonukledz 1 (APEL), emlésokben a bazis excizios DNS-repair
(BER) kulcsenzime sem jut be elegend6 mennyiségben a sejtmagba; (iii) a
citoplazmatikus mutans NPM1 kaszpaz 6 és kaszpaz 8 gatld hatasu, ezéltal az apoptdzis
karosul; (iv) a citoplazmatikus mutans NPM1 F-box and WD repeat-containing protein 7
v (Fbw7y)-t kot, ezaltal karositja az E3 ubiquitin-protein ligaz komplexet, és a c- Myc
ubiquitinaciot és proteoszomalis degradaciot. [31] Az NPM1 gén mutacidja a
leggyakoribb genetikai eltérés AML-ben (féként NK esetében, kozel 50%-ban), alapitd
mutacio, mely kilon entitast képez a WHO 2016-0s osztalyozasa szerint. [2, 32] Szamos
bizonyitek azt mutatja, hogy az NPM1 mutéciok kdzvetlenil feleldsek az akut leukémias
transzformacioért, ezért leukémia alapitd mutacidknak tekinthetok: (i) az NPM1 mutacio

hematologiai betegséggel nem rendelkezé emberekben, még idésekben sincs jelen [20,
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21, 33]; (ii) NPM1 mutaciok nem mutathatok ki AML-es betegeknél honapokkal vagy
évekkel az AML megnyilvanulasa el6tt [22, 23]; (iii)) Az NPM1 mutaciok meglehetdsen
ritkan (kb. 2-3%) fordulnak el6 pre-leukémias myeloid malignus daganatokban, példaul
myelodiszplazias szindromaban (MDS) vagy myelodiszplazias/ myeloproliferativ
neoplazmaban (MDS/MPN), amelyeket elsdsorban az AML-re vald progresszié jellemez
[34]; (iv) Az NPM1 mutaciok nincsenek jelen pre-leukémias hematopoetikus 6ssejtekben.
[27, 35] (v) Tovabbi bizonyiték arra vonatkozoan, hogy az NPM1 mutaciok leukémiéat
inicializal6 tulajdonsagokkal rendelkeznek az, hogy relapszusban az NPM1 mutacid
ismételt megjelenési ardnya magas, melyet szamos klinikai megfigyelés soran 86-100%-
ig bizonyitottak. [36-45]

A DNS metilaci6 a DNS kémiai modosulasat jelenti, metil csoportok
hozzaadddasa (addicidja) DNS-t alkotd bazisokhoz (féleg a guaninban és a citozinban
gazdag szekvencidkhoz). A DNS bizonyos bazisai altaldban metilalt formajukban
talalhatok mind a prokariotakban, mind az eukariotakban. A DNS metilaciot szabalyozok
fehérjek kozé tartozik a DNS (citozin-5)-metiltranszferdz 3A (DNMT3A), izocitrat
dehidrogendz 1 és 2 (IDH1 és IDH2), Ten-eleven-translocation-2 (TET2) valamint az
Enhancer of zeste 2 (EZH2). A DNMT3A gén mutéacioi a de novo AML kb. 20-30%-aban
FLT3 és NPM1 genek mellett. [9] Az enzim egy metil csoportot rak a citozinra
(epigenetikai jelenség). A citozin-metilacié a transzkripcionalisan nem aktiv gének
szabalyoz6 régioira jellemzO, ebb6l kovetkezik, hogy a DNS-metilacio
valészintisithetden gatolja a transzkripciot. A DNMT3A mutécidi lehetnek: missense,
nonsense, frameshift, in frame, a leggyakoribb a 882. arginin (R882) missennse
mutacioja, amely egy mutécios forrépontot képvisel. A gén érintettsége NK-AML-re
jellemzd, és gyakrabban id6sebb betegekben figyelheté meg. A TET2 a DNS demetilacio
inicidlis lépeseiben jatszik fontos szerepet: a DNS 5-metilcitozin nukleotidjainak 5-
hidroximetilcitozin atalakulasat katalizalja. [46, 47] Inaktivalo mutécidi szintén NK-
AML-re jellemzéek, az esetek 10-20%-aban, illetve intermedier citogenetikaval
figyelhet6 meg. [9] A TET2 inaktivacio 6sszessegeben DNS hipermetilaciot eredményez

és a myeloid transzkripcids faktorok atirasa is gatlodik, aminek eredményeként a

.....
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Az IDH1 és IDH2 enzimek a citratkdr izocitrat o-ketoglutarat atalakulasat
katalizaljak. Aktivalo, funkcid nyeréssel jaré mutacioik, a-ketoglutarat mellett 2-hydroxy
glutarat onkometabolitot is képeznek, [50] amely géatolja a TET2-t. IDH1 vagy IDH2 és
TET2 gének mutacidi ugyanazon beteg esetében egylitt nagyon ritkan fordulnak el6, mert
ugyanaz a hatasmechanizmusuk. [51, 52] Az IDH1 és az IDH2 gének a 2934 és 15026
kromoszoman talalhatéak meg, az IDH1 fehérje a citoszolban, mig az IDH2 fehérje a
mitokondriumban. [53, 54] Az IDH1 mutéacio AML-ben 7-14%-ban, az IDH2 mutacio 8-
19%-ban figyelhetd6 meg. [12, 55] Mutalt IDH1 esetében a 132-es pozicioban
leggyakrabban arginin-cisztein (R132C) vagy arginin-hisztidin (R132H) csere jon létre,
ritkdbb esetekben szerin, prolin, glicin vagy leucin helyettesiti az arginint. [12, 55, 56]
Az IDH2 mutacio6 két kiilonb6z6 pozicidban is 1étrejohet, a 140-es pozicidban arginin-
glutamin (R140Q) csere, mig a 172-es pozicidban arginin-lizin (R172K) csere kdvetkezik
be. [57] Az IDH1 és IDH2 mutéciok szolid tumorokban és hematoldgiai betegségekben
egyarant megtalalhatéak, hematologiai betegségek koziil foként NK-AML-ben, illetve
NPM1 mutalt esetekben, (kivéve az IDH2-R172K, mely nem tarsul NPM1 mutécioval).

Az irodalomban ellentmondasok vannak arra vonatkozéan, hogy az IDH1 és
IDH2 mutaciok pre-leukémias vagy AML alapitd6 mutaciok. Szamos tanulmany szerint
az epigenetikai modositasokért felelés IDH1/2 mutécidk pre-leukémids mutaciok is
lehetnek (i) az IDH2 R140 mutéacidk nagyon ritkan el6fordultak idds, hematoldgiai
malignitasban nem szenvedd egyéneknél (IDH2 R140Q/W: 0,014%, 4/29562 személy).
[20] (ii) Az IDH1 és IDH2 mutaciok évekkel az AML diagndzisa el6tt detektalhatok
premalignus, nagy kockazatl génmutacioként (8%; n=15/188; harom IDH1 R132C/H/G
és 12 IDH2 R 140 pozitiv személy, atlagban 7 évvel az AML diagnozisa el6tt). [23] (iii)
Az IDH1 és IDH2 mutaciok szintén ritkan fordulnak el6 pre-leukémias myeloid malignus
betegségekben, krénikus fazisi MPN-ben 0,8-4%, MDS-ben 4-14%, de blasztos
transzformacioban gyakorisdga 20-25% -ra is n6. [58-61] (iv) IDH1 és IDH2 mutaciok
detektalhatok pre-leukémias hematopoetikus Ossejtekben. [27, 35] A varians allel
frekvencia (VAF) értékek 6sszehasonlitasa arra utalt, hogy az IDH1 és IDH2 mutéciok
nagyobb valosziniiséggel alakulnak ki az NPM1 mutaciok el6tt. [12] Az IDH1/2 mutaciok
(kulonosen az IDH2 R140Q) remisszidban valo jelenlétét az irodalomban az AML esetek
7-39%-aban figyelték meg. [62-65] Ez a jelenség IDH1/2 mutécidk esetében, nem olyan
gyakori, mint a DNMT3A, TET2, additional sex combs like 1 (ASXL1l) (DTA)
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génmutacidk esetében, ahol az arany 51-82% kdzott valtozik. [66-69] (v) Relapszusban
az IDH1/2 mutécidk viszonylag magas stabilitast mutattak (a publikaciokban 86-88%,),
hasonl6an az NPM1 mutaciéhoz. [37]

A hisztonmodifikacio, metilacio, mely reverzibilis poszttranszlacios médositas a
lizin amino-csoporton torténik, funkcidja transzkripcio aktivalas. Az ASXL1 a
hisztonmetilacid (epigenetikai jelenség) regulécidjaban jatszik szerepet. Az AML
patogenezisében foként funkcid vesztéssel jaré mutécioit azonositottak a de novo AML
kb. 5-10%-ban, a szekunder AML kb. 19-50%-aban. [70] Minden mutécid a 12-es exonon
talalhato és mind heterozig6ta, akar nonsense, akar frameshift és a C-terminalis régiot
érintik. [71] Az ASXL1 mutacidé Osszefiigg az idds életkorral, a férfinemmel, 8-as
kromoszoma triszomiaval, valamint 11-es kromoszoma eltérésekkel. [72] Hasonld
funkcioju gének: EZH2 és lysine demethylase 6A (KDMG6A). Az lizin (K)-specifikus
Metiltranszferaz 2A gén (KMT2A, régebbi elnevezéssel kevert vonall leukémia MLL)
egy DNS koto fehérjét kodol. Két nagy atrendezodése figyelheté meg leukémiaban, az
MLL fazi6 és a részleges tandem duplikacio (partial tandem duplication, PTD). Az MLL
fazio transzlokaciok eredménye, mig a PTD intragénikus mutacio. KMT2A gén
atrendez6dések a de novo AML-ek kb. 3%-&ban, a t-AML 10%-ban figyelhetéek meg.
[12, 73] A transzlokacidk kozul tobb aktivalhatja a leukemogén folyamatot a hiszton-
metilezés véltozasaival. Az MLL/PTD incidencidja AML-ben 5-6%; féként NK és 11
triszomiaval rendelkez6 AML betegekben fordul eld.

A kohezin komplex egy multiprotein komplex, mely a testvérkromatid kohéziot
biztositja, mely a replikacio soran dsszeragasztja az utdéd DNS-molekuldkat egészen az
anafazis kezdetéig. A kohezin komplex haromtagu struktar proteinbdl allé gytiri
(SMCI1A, SMC3, RAD21), amely a STAG1 vagy STAG2 fehérjékhez kotddve latja el a
feladatat. Feltételezhetd, hogy a szomatikus kohezin mutaciok transzkripcios
diszregulacidéhoz vezetnek, a DNS hurok formécié befolyasoldsdval. A DNS-hurok
formalasaval (topologiailag asszocialt domeének, TADs), amelyeket a CCCTC-kot6 factor
(CTCF) kot, egy magasabb rendti kromatin struktdra stabilizalodik. [74] A kohezin
komplex regulalja a gyulladasos reakcidk gén expressziojat a hematopoetikus
progenitorokban és myeloid sejtekben. Kohezin mutacio pozitiv AML-ben a gyulladasos
és interferon jelatviteli dtvonalak alulregulaltak. Kohezin komplex mutéaciok korai

események az AML patogenezisében, Onmagukban nem elegendéek az AML
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kialakulasdhoz. A kohezin komplex génjein hotspot mutacio nincs, 70% missense és 17%
frameshift mutaciok figyelheté meg. [75] Myeloid betegségekben kb. 12%-ban van jelen,
MPN-ben kevesebb, MDS-ben és AML-ben magasabb aranyban figyelhet6ek meg. [75]

A splicesome komplex géneken [splicing factor 3b subunit 1 (SF3B1), serine
arginine-rich splicing factor 2 (SRSF2), U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1
(U2AF1), Zinc finger (CCCH type) RNA-binding motif and serine/arginine rich 2
(ZRSR2)] missense mutaciok mutathatok ki, amelyek a mutalt fehérjékben strukturalis
integritast és megvaltozott funkciét eredményeznek. A splicesome mutaciok mindig
heterozigotak és egyes gének mutacioi kdlcsondsen Kizarjak egymast, mivel egy normal
allél jelenléte sziikséges a sejt thléléséhez. Altalaban funkciovesztéses mutaciok nem
jellemzobek, a mutaciok nem inaktivaljak a splicesome-t, hanem a splicing preferenciakat
valtoztatjak meg. [76] A korai mutaciok MDS-ben, MDS ring sideroblast (MDS-RS)
csoportban a splicesoma SF3B1 mutécio az esetek 80-90%-ban van jelen. MDS-AML-re
jellemzbek és remisszidban gyakran perzisztalnak. [76] Az AML esetében kb. 10%-ban
vannak jelen.

A tumor szupresszor gének kozé tartozik pl. a TP53, mely a de novo AML-ben
ritka, mig a terapidhoz kothet6é vagy MDS-bdl transzformalodott AML-ben kb. 15%-ban
van jelen. [77, 78] A TP53 vagy mas néven p53 a genom 6rzdjének is nevezik, mivel egy
sejtciklus szabalyoz6 fehérjét kodol. Nevét a molekulatomegérdl kapta. Az emberi
daganatok toébb mint fele mutans TP53 gént tartalmaz. Ha a TP53 gén megséril, a
tumorok visszaszoritasa jelentds kart szenved. A TP53 expresszidjanak visszaallitasa

gyors tumorzsugorodashoz vezet.

2.3 Genetikai prognosztikai faktorok
Az AML betegek prognozisat szamos tényezo befolyasolja, mint a beteg életkora,
tarsbetegségei, altalanos allapota, illetve citogenetikai és molekularis genetikai eltérései.
[79, 80] Az European LeukemiaNet (ELN) 2017 progndzis besorolasa szerint genetikai
abnormalitdsokat harom rizik6 kategoridra osztottdk: kedvez6, intermedier és

kedvezitlen.

Az ELN2017 besorolas szerint kedvez6 prognosztikai kategoridba tartoznak:
e 1(8;21)(q22;0922.1); RUNX1-RUNX1T1

18



DOI:10.14753/SE.2022.2662

inv(16)(p13.1922) vagy t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

mutalt NPM1 FLT3-ITD mutacio nélkil (FLT3-ITD"™9) vagy alacsony allel
arannyal (FLT3-ITD'"%: mutans/vad allél arany <0,5 vagy mutans/6sszes allél
arany <0,33)

biallélikus CEBPA mutéacio

Kedvezdtlen kategodriaba tartoznak:

1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A atrendez6dés, kivéve t(9;11)(p21.3;q23.3);
1(9;22)(g34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3926.2) vagy t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-5 vagy del(5q); -7; -17/abn(17p)

komplex kariotipus, monoszomalis kariotipus

vad tipusi NPM1 magas FLT3-ITD allél arannyal (FLT3-1TD "9": mutéans/vad
allel arany >0,5 vagy mutans/6sszes allél arany >0,33)

mutalt RUNX1

mutalt ASXL1

mutalt TP53

Intermedier kategoridba tartoznak az eléz6 két kategoriaba be nem sorolt genetikai

eltérések

mutalt NPM1 FLT3-ITD"" mutaci6val

vad tipusi NPM1 FLT3-ITD™ vagy FLT3-ITD'™ mutacioval (kedvezdtlen
kockazatl genetikai eltérések nélkil)

t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

olyan citogenetikai abnormalitasok, amelyek sem a kedvezd, sem a kedvezdtlen

kategdriaba nem keriiltek besorolasra

Prognozisat tekintve az ELN2017 alapjan kedvez6 besorolasba tartozé genetikai

eltérések jelentdsen jobb kimenetellel tarsulnak, az 5 éves tulélés a kedvezd csoportban
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kb. 60%, mig az intermedierbe tartozok esetén ez 30-40% és a kedvezbtlen genetikai
markerekkel rendelkez betegek esetében 5-10%-ra csOkken. [80-83] A kedvezd
prognosztikai kategoriat képvisel6 RUNX1-RUNX1T1 és CBFB-MYH11 fazios génekkel
tarsulva a KIT mutacié kedvezétlen progndzisi, magasabb relapszus aranyt és
kedvezotlen talélést eredményez. [84, 85] Bar az NPM1 mutacio jelenlétét alapvetéen
kedvez6 rizikd besorolasunak tartjak, a kedvezo prognézist az FLT3-1TD leronthatja. [86,
87] Legujabb rizikobesorolasok szerint az FLT3-ITD"9" rossz prognozissal tarsul. az
NPM1 mutacio statuszatol fliggetlenil. [88] DNMT3A esetében az irodalomban
ellentmond6 adatok taldlhatdak a tuleléssel kapcsolatban, bar tanulményok szerint
szerepe van a relapszus kialakuldsaban és a kezelés soran kialakul6 rezisztenciaban is.
[89]

2.4 Mérhetd rezidualis betegség

A minimalis vagy ujabb elnevezése szerint mérhet6 rezidudlis betegség (MRD)
monitorozasa fontos szerepet tolt be az AML betegek kovetéseben. A morfoldgiailag
remisszioban levd AML betegek esetében a leukémias sejtek szdma 1:102-1:10°
tartoményban 6nall6, diagnozis utan megitélhetd prognosztikai indikator. Az MRD
vizsgalatok célja (i) objektiv mddszertani hattér biztositasa a mély remisszids statusz
igazolasara; (i1) prognosztikai és konszolidacios terdpias dontések eldsegitése; (ii1)
relapszusok elére jelzése, korai beavatkozasi lehet6ség biztositasa; (iv) hematopoetikus
6ssejt-transzplantacio  (HSCT) monitorizalas, illetve (v) gyogyszerkiprobalas és
bevezetés felgyorsitasa.

Az optimalis MRD kovetésnek szamos fontos pillére van, ilyen a megfelelé
markervalasztas, az alkalmazott mddszer, a mddszer érzékenysége, a minta tipusa és a
vizsgalat id6pontja. A jo6 MRD markernek korrelélni kell a leukémias tumor tdmegevel
(a betegség megjelenésekor jelen van, remisszidoban eltlinik és relapszuskor wjbol
megjelenik), stabilnak kell lennie (relapszuskor nem tiinik el), érzékenynek kell lennie
(0,1% alatt detektalhaténak) és technikailag kénnyen és gyorsan vizsgalhatonak. MRD
markerként nem hasznalhatéak az orokletes és a pre-leukémias genetikai variansok.
Marker vélasztasnal mindig ki kell zarni az orokletes varians lehetdségét (pl. CEBPA,
RUNX1, bor biopszia, hajhagyma, szajnyalkahartya mintakbdl). Az 6rokletes genetikai

variansokra jellemz6, hogy a csokkend blaszt szam mellett és remisszioban a genetikai
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varians VAF értéke nem valtozik. A pre-leukémias mutéciok esetében is a VAF
perzisztalhat teljes remisszidban, illetve vannak olyan gének, amelyek gyakran
el6fordulnak oregedé populacioban hematologiai betegség jelenléte nélkiil is (pl.
DNMT3A, TET2, ASXL1, vagyis DTA gének mutacioi). Az 6rokletes és a pre-leukémias
eltéréseket csak allogén hematopoetikus Gssejt-transzplantacié esetén érdemes
monitorozni. Vannak olyan AML genetikai eltérések, amelyek a dominans klonban
vannak jelen, nem stabilak, esetlikben gyakori az allélvesztés, illetve relapszusban az
ujonnan vald megjelenés (pl. FLT3). Ezek a gének dnmagukban nem alkalmazhat6ak
MRD markerként, csak kombinécidban egy stabil markerrel egyditt. [90]

Optimalis MRD markerek azok a genetikai elérések, amelyek az AML alapit6
klon kialakulasaért feleldsek: PML-RARA, CBFB-MYH11 és RUNX1-RUNXL1T1 fuzios
gének és az NPM1 génmutaciok, melyek jelentds stabilitassal rendelkeznek. [87, 90]

Jelenleg az AML MRD kdvetésre négy maodszer alkalmas, a multiparametrikus
aramlasi citometria (MFC), a kvantitativ PCR (g-PCR), a droplet digitalis PCR (ddPCR)
és az Uj generacios szekvenalds (NGS). [91] Az MFC a hematoldgia egyik fontos
diagnosztikai és MRD kovetési vizsgalata, mely a sejtek gyors, multiparaméteres
vizsgalatara alkalmas. Segitségével kevert sejtpopulécidkban az egyes sejttipusok kilén
mérhetbek, analizalhatok és szeparalhatoak fenotipusuk vagy funkciondlis allapotuk
szerint. Miikodési elve a hidrodinamikus fokuszalason alapul, biztositja a sejtek
kopenyfolyadék 4aramaban és a megfeleld aramldsi kamriban egyesével torténd
elhaladasat a fényforras elétt. Eredményként a pozitiv sejtek szazalékos aranyat adjak
meg a dot plot képek alapjan és/vagy a fluoreszcencia intenzitas hisztogram analizis
alapjan. Nem nagy mintaigényt, viszonylag konnyen kivitelezheté és par oran beliil
informaciot nyujt a mintdban jelen 1évé/jelen nem 1évé sejtpopulaciordl, illetve a
fenotipusrol és markerekrél. JOI alkalmazhato, diagnoézis (10 000 sejtet vizsgélnak),
remisszio (MRD kdvetés soran 300 000 sejtet vizsgalnak) és relapszus idépontokban is.
[90, 92]

A (-PCR régéta alkalmazott technika transzlokaciok esetén. A g-PCR a PCR
folyamataban ciklusonként folyamatosan méri a fluoreszcens jelet, a PCR soran
keletkez6 termék id6ben monitorozasara, mennyiségi mérésére alkalmas modszer. A
modszer eldnye, hogy adatokat gylijt az amplifikacio kezdetétdl a végéig, az amplifikalas

és detektalas egy Iépésben valdsul meg, sokkal érzékenyebb, kevesebb templatot igényel
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és a felbontdképessége jobb. Megbizhatd, de standardizacios gorbére, kontroll génre,
valamint pozitiv kontrollra és legalabb vizkontrollra van szikség hozza. [91]
Id6igényesebb vizsgalat, mint az MFC, mert a mintabol elészor RNS-t kell izolalni, majd
cDNS-t &tirni. MRD kovetésre a PML-RARA, CBFB-MYH11 és RUNX1-RUNX1T1
transzlokéciok [93-96] eés az NPM1 alkalmasak. [28] Irodalmi adatok alapjan tébb, mint
30 tanulmanyban végeztek NPM1 g-PCR vizsgélatot. Tobbnyire RNS-bél atirt cDNS
mintabol vegezték, de néhany tanulmanyban DNS mintat hasznaltak. [97] MRD
kovetésére végzett g-PCR analizisek duplikatumban vagy triplikatumban torténnek.

A ddPCR a digitalis PCR elvégzésére szolgalé mddszer, amely viz-olaj emulzié
csepp technoldgian alapul. A mintat 20 000 cseppre frakcionaljak, és a templat molekula
amplifikaciéja minden cseppben kulén megtérténik. A ddPCR technoldgia a legtdbb
standard TagMan szonda-alapu vizsgalathoz hasonl6 reagenseket és munkafolyamatokat
hasznal. A technika kulcsfontossagu eleme a massziv mintafelosztas. A PCR reakcio utan
minden csepp elemzése vagy leolvasdsa megtorténik annak érdekében, hogy
meghatarozzak a PCR-pozitiv cseppek frakcidjat az eredeti mintdban. A kapott adatok
elemzése szoftver segitsegével, Poisson statisztikakkal torténik, annak érdekében, hogy
meghatarozhassuk a cél DNS templatkoncentréciét az eredeti mintaban. A modszer nagy
elénye a q-PCR technikahoz képest, hogy nem igényel standardizécids gorbét, plazmid
sort, sem parhuzamos méréseket, abszolit kvantifikacion alapul, alacsony
mintamennyiség esetén megbizhatdbb, gatloszerre nem érzékeny, magas a szenzitivitasa
és specificitasa. [98, 99] A ddPCR pontos és preciz, akar 1,2x-es kuldnbséget is detektal.
Erzékenysége parhuzamos mérésekkel novelhets.

Az NGS technoldgia lényege a massziv parallel szekvenalds (MPS), ennek
eredmeényeképpen egyszerre tobb minta vizsgdlhatd és nagy atereszt6képességii. A
maodszernek szamos formaja létezik, amelyek kiilonb6z6 1épésekben térnek el egymastol,
de végeredményben nagy mennyiségii adatot allitanak el6. Az NGS-nek fontos szerepe
van az AML diagnozisakor a molekularis hattér feltérképezésében, foként a
citogenetikailag normal kariotipusi AML-ben; [100] MRD-ben torténd alkalmazasara
jelenleg még fejlesztések torténnek.

Az MRD vizsgalathoz alvadasgatolt csontveld vagy periférids vér alkalmas.
Csontvel6bdl 5-10 ml szikséges, amennyiben egyidejlileg tobb vizsgalatra is minta

kildés torténik az elsd szivasnak kell MRD monitorozasra mennie. Periférids vérbdl 20
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ml sziikséges, de ha a fehérvérsejt szam alacsony (<1000/ul), akkor még tébb mintéra
van szikség.

A jelenlegi nemzetkozi ajanlas szerint MRD vizsgéalatra mintat kildeni a 2. ciklus
indukcios kezelés utan, a 2. ciklus konszolidacios kezelés utan, illetve a kezelés végén
javasolt. Amennyiben allogén HSCT-ra keril a beteg, abban az esetben kemoterapia utén,
de <4 héttel a kondicional6 kezelés el6tt sziikkséges az MRD vizsgalat. Az ajanlas szerint
az els6 2 évben minden 3. honapban csontvel6bol és periférias verbol is el kell végezni a
vizsgalatot. Ha valamilyen oknél fogva a csontvel mintavétel nem megoldhat6, akkor 4-
6 hetente sziikséges a periférias vérbol az MRD vizsgalat. [90] A 2. év utén a relapszus
esélyének figyelembevételével egyeni elbirdlas alatt torténik a mintakildés MRD
vizsgalatra.

A molekularis MRD az AML relapszus és 0sszesitett tulélés fliggetlen
rizikofaktora. A hagyomanyos rizikdfaktoroktol (pl. életkor), a diagnoéziskor tortént
genetikai prognosztikatol és az MFC MRD-t6l fliggetlen. Az AML molekularis MRD
jelenleg az AML betegek mindennapi monitorozasaba kell beépilnie, tobb marker

egyidejii szlirése, kovetése az elvaras.

2.5 Kezelés

2.5.1 Kemoterapias kezelés

Az AML kezelésében az elsé jelentds elorelépés 1973-ban tortént, ekkor jelent
meg az un. ,,7+3” terdpias protokollrol sz6l6 kozlemény. [101] Méra az AML standard
indukcids kezelésévé valt a ,,7+3”, 7 napig 100-200 mg/m? citarabin (AraC) és 3 napig
60 mg/m? tartd daunorubicin infuzid. Az indukcios kezelés hatasara a fiatal betegek 60-
80%-ban, az iddsek 40-60%-ban érhet6 el teljes remisszio. [82, 102, 103] A mindennapi
gyakorlatban daunorubicin helyett idarubicint vagy mitoxantront is hasznalnak. Szamos
tanulmany foglalkozott az optimalis daunorubicin dozis meghatarozasaval (45 mg/m>2-tdl
90 mg/m?-ig). [104-107] Sokkal jobb eredményeket nem értek el magas dozisu
daunorubicin alkalmazasaval, igy a jelenlegi ajanlas szerint az a fontos, hogy
daunorubicin szint nem lehet kevesebb, mint 60 mg/m2. Hasonldan az alkalmazott
citarabin dozis vizsgalatara is folytak tanulmanyok. [108, 109] A tanulmanyok szerint,

indukcids terapiaban a citarabin ddzis, nem haladhatja meg az 1000 mg/m? mennyiséget.
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[110] Amennyiben a beteg az elsé indukcids kezelés hatasara nem keriil CR-be akér
masodik indukcids (reindukcios) kezelés is adhato.

Az AML kezeléseben a posztremisszids vagy mas néven konszolidacios kezelés
létfontossagu. Azok a betegek, akik az indukcids kezelést kovetéen CR-be keriilnek
posztremisszids terapiaban részesiilnek, mely nagy ddzist 1000-1500 mg/m? vagy 2000-
3000 mg/m? citarabin, illetve allogén hematopoetikus 8ssejt transzplantacio (allo-HSCT).
Tanulmanyok szerint, azonban a 3000 mg/m? citarabin nem hatasosabb, mint az 1000-
1500 mg/m? mennyiség. [108, 111] Az irodalmi adatok szerint a nagy dozisu citarabin
alkalmazéasaban, ink&bb a ciklus szama a fontos, ami a tanulményok tébbségében 2-4
ciklus.

Idés vagy tarsbetegségekkel rendelkezé betegek nem alkalmasak intenziv
kemoterapiara. Ezen betegek, foként id6sek esetében kis dozisu citarabin (LDAC)
terapiat alkalmaznak 10 napig. LDAC alkalmazéaséaval 15-25%-ban érnek el CR-t. [112]
Az 1d6s betegek estében hipometilalo dgenseket, [113, 114] mint az 5-azacitidin (AZA),
decitabin vagy guadecitabin terapiat is hasznaljak. Egy tanulmany szerint a LDAC-nal
szemben a decitabin alkalmazasa esetén a median talélés magasabb volt. [114]
Kisérobetegségekkel rendelkezé egyének esetében tiineti per os hidroxiurea kezelést
adhatnak.

A betegek korlefolyasa soran hatalmas problémat jelent a primer refrakter betegek
és a relapszus kezelése, amelyeknek jelenleg nincs standard terapiaja. A mar eleve
intenziv indukcids és posztremisszios terapiaban részesiilé betegek esetében a relapszus
kezelésére nagy dozisu citotoxikus mentd kezelést adnak, mely az esetek jelentds
részében FLAG-IDA: Fludarabin- Idarubicin- nagy do6zisu citarabin- granulocyta
koldniastimulal6 faktor (G-CSF) vagy MEC mitoxantron-etopozid-kdzepes dézisu AraC.
A FLAG-IDA kezeléssel 46-63%-ban érhet6 el CR, mig a MEC-kel 18-63%-ban. [115]
Masodik CR elérése esetén allo-HSCT is alkalmazhatd. Azon betegek esetében, akik nem
alkalmasak intenziv ment6 terapiara a kezelési lehetéségek limitaltak. LDAC kezeléssel
a relapszus utani talélés mindossze 5-6 honap, [116] azacitidin és decitabin
alkalmazasaval a median talélés 6-9 honap idés relabalt vagy refrakter AML betegek
esetében. [117-119]

Molekularis genetikai eltéresek kezelésére Iéteznek mutacio specifikus célzott

terapiak. Els6 és masodik generacios FLT3 inhibitorok segitségével kezelik az FLT3
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mutacio pozitiv betegeket. Elsé generacios inhibitorok a midostaurin, lestaurtinib,
sunitinib, sorafenib és tandutinib. Ezek még nem FLT3-specifikusak, mas tirozin
kinazokat is gatolnak. A masodik generacids inhibitorok, mint a quizartinib, crenolanib
vagy gilteritinib, mar hatékonyabbak és specifikusabbak, kevesebb toxicitassal. FLT3-
ITD mutacio pozitiv betegek kezelése soran felmerulhet az FLT3 inhibitorokkal szembeni
rezisztencia, melynek hétterében szekunder FLT3 TKD mutacio &llhat. [120] A
crenolanib in vitro kisérletekben FLT3 D835 mutéciora is hatékony volt. [121] Az
IDH1/2 mutéaciok kezelésére néhany tanulmany szerint a hypometilalo szerek is
alkalmasak lehetnek, [122, 123] de ellentmond6 adatok szerepelnek az irodalomban.
[124] Léteznek olyan kis molekulaju inhibitorok, melyek csokkentik az a-ketoglutarat 2-
hydroxyglutarat atalakulast az enzim aktiv részéhez kotédve. [125] Az enasidenib és
ivosidenib a Food and Drug Administration (FDA) altal elfogadott IDH2 (enasidenib) és
IDH1 (ivosidenib) géatldszerek. [126, 127] Az IDH1 és IDH2 mutaciok esetében is
kialakulhat rezisztencia az inhibitorokkal szemben pl. IDH1-IDH2 izotipusvaltas miatt.
[128-130] A Bcl-2-inhibitorok kozé tartozo6 venetoclax is kedvez6 eredményeket mutatott
IDH pozitiv AML betegek kérében. A DNMT3A, IDH és TET2 mutaciok altalaban id6s
korban jelennek meg a decitabin és azacitidin jobb valaszadasi ratat biztosit ezeknek a
betegeknek, illetve az olyan betegeknek, akiknek nem adhatd intenziv kemoterapia. A
legrégebben alkalmazott célzott kezelés a PML-RARA esetében az all-transz-retinsav
(ATRA). Ebben az esetben is kialakulhat rezisztencia, ezért napjainkban mar antraciklint
és ATRA-t hasznalnak indukcios kezelésként. Relabélt illetve refrakter PML-RARA
betegek kezelésében arzén-trioxidot (ATO) alkalmaznak.

Napjainkban mar az antitestek és immunterapiak is felvetédnek lehetséges
kezelési mddnak. AML-ben Uj terapias lehetéségként monoklonalis antitestek (mint a
CD33, CD44, sth.), bispecifikus antitest (BIiTE) és kiméra antigén- receptort expresszalo
T-sejtek (CAR T) jelentek meg.

2.5.2 Allogén HSCT

Az allo-HSCT az AML leggyakoribb posztremisszios kezelési modszere.
Kedvezo6 prognosztikai besorolassal rendelkez6 betegek esetében a HSCT nem indokolt
az els6 CR-ben. [131-133] Olyan betegeknél indokolt, akik szekunder AML-ben
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szenvednek, intermedier vagy kedvezétlen genetikai prognosztikai faktorokkal
rendelkeznek, illetve akiknél MRD pozitivitas figyelhet6 meg. [87, 132, 134]

A transzplantacio soran a beteg, recipiens hematopoetikus 6ssejteket kap egy
donortdl. A donornak lehet6ség szerint human leukocita antigén (HLA) identikusnak kell
lennie a recipienssel. Amennyiben rendelkezésre all identikus testvérdonor, abban az
esetben a testvérdonor az elsdként valasztandd. Ha azonban nem all rendelkezésre, akkor
nemzetkozi regiszterben HLA-identikus idegen donort (matched unrelated donor: MUD)
keresnek. Az utdbbi években, Ggynevezett haplo donorokat is valasztanak, ebben az
esetben 50%-0s a HLA egyezés (donor lehet: apa, anya, testvér, gyermek).

A humén leukocita antigén (HLA) rendszer vagy mas néven major
histocompatibility complex (MHC) a 6-0s kromoszoman helyezkedik el. Az MHC
molekuldk funkcidja az immunoldgiai értelemben vett sajat vagy nem-sajat fehérjék
részleges lebontasakor keletkezo peptidek megkotése és T-sejteknek torténd bemutatasa,
antigénprezentalasa. Transzplantacié soran allogén valaszként az eltér6 MHC allélokat
hordozo6, mas emberbdl szarmazd sejtek nagymértékii immunologiai valaszt valtanak ki,
illetve keresztreagalnak antigénspecifikus T sejt receptorokkal. Emberben a f6 szovet-
Osszeférhet6ségi antigéneket HLA gének kodoljak. Az MHCI-be tartozik a HLA-A, -B
és -C, az MHCII-be a HLA-DP, -DQ valamint -DR. A donor kivalasztasat segiti az
ugynevezett Killer cell immunglobulin-like receptor (KIR) vizsgalat, mely allélspecifikus
multiplex polimeraz lancreakcioval torténik és a természetes 616 sejtek (natural killer,
NK) felszinén véletlenszeriien expresszalodo fehérjéket vizsgalja.

Az dssejtgylijtés a donortol (csontveld vagy aferesis modszerrel gyiijtott periférias
vér) altaldban a recipiens kezeléssel parhuzamosan, a kondicional6 kezelés befejezese
utdn a 0. napon torténik. A kondicionald kezelés lehet myeloablativ (MAC), amelyet
fokeént akut hematologiai betegségek, fiatalabb vagy jo altalanos allapotban 1évé betegek
koreben alkalmaznak, ellentétes esetekben a csdkkentett intenzitasd kondicional6 kezelés
(RIC) valasztandd. A transzplantacid soran a donor Ossejtjeit bejuttatjak a recipiens
keringésébe, majd a beteg tovabbi kezelést kap a fertdzések kivédésére, a kilokddés

megeldzésére.
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2.5.3 HSCT kimenetelét befolyasolo faktorok

A HSCT kimenetelét tobb klinikai (pl. betegség tipusa, stadiuma, tarsbetegsegek,
életkor stb.) és genetikai (pl. HLA) faktorok befolyasoljak. Szamos sz6védménye van,
mint a szervkilok6dés, relapszus, szervkarosodas, fertézések, autoimmunitas, akut €s
kronikus Graft-versus-Host Betegség (GvHD), melyek mind hozzajarulnak a
transzplantacioval 0sszefliggé jelentds halalozashoz. [135-137] A GvHD a HSCT sorén
bejuttatott immunkompetens sejtek (T-limfocitak) a gazdaszervezet ellen iranyuld
reakcidja, melyet foként a magas HLA-expresszioju szoveteket, mint a bér, nyalkahartya
és epeuti hamsejteket érintik. A GvHD-nek 4 fokozata van, a legstlyosabb a grade 11 és
IV mér gyakran végzetes kimenetell lehet. Az immunmedidlt sz6védmények kialakulasa
és sulyosséga a recipiens és a donor immunogenetikai hatterétdl fiigg. [138-140]

A citokinek fontos szerepet jatszanak a transzplantacié utani immunvalaszban. A
gyulladastkelt6 és a gyulladascsokkenté citokinek egyenstlya meghatarozhatja az allo-
HSCT utani szovédmények kovetkezményeit. A transzformalé novekedési faktor Bl
(TGFB1) az immunrendszer pleiotrép szabalyozo citokinje, amely kiilonb6z6 moddon
befolyasolja a kilonféle limfocita sejtek proliferacidjat, differencidlodasat, migraciojat és
talélését, beleértve a CD4 + és CD8 + T-sejteket, a CD25 + szabalyoz6 T-sejteket vagy a
B-sejteket. Foként T sejtek és vérlemezkek szekretaljak, de epitél, endotél €s kotdszoveti
sejtek is. A TGFBL1 szabalyozé hatassal van a velesziiletett és a szerzett immunrendszerre
is. Egerekben a TGFB1-hiany szabalyozatlan cellularis és humoralis immunitashoz és
autoantitest-képzodéshez vezet, amely progressziv gyulladasként nyilvanul meg. [141]
Egyes tanulmanyok szerint post-HSCT korai fazisaban a magasabb TGFB1 szintnek véd6
hatésa van az akut GVHD (aGvHD) kialakulasa ellen. [142-145] A kés6bbi fazisokban
azonban a magasabb TGFB1 a fibroplasia és a hegesedés, a kronikus GvHD (cGvHD)
szovet-specifikus megnyilvanulasaihoz kapcsolddik. A TGFB1 szabalyozé hatdsa a
klinikai helyzett6l, a tobbi immunsejtekkel vald kolesonhatasoktol és a tobbi citokin
koncentraciojatol fugg. [146-149]

A TGFB1 génje a 19q13.1-9g13.3 kromoszoma régidban talalhatd. Az irodalomban
a TGFB1 génnek szamos egypontos nukleotid polimorfizmusat (SNP) irtdk le. Az 5’
szabalyozé és a szignalpeptid régiokban elhelyezked6 variansok felelések a citokin
szekrécidjanak és a plazmaszintjének egyenek kozotti eltéréseiert. Szamos tanulmany

vizsgélta a funkcionalis TGFB1 polimorfizmusok (pl. ¢.29T>C, p.LeulOPro; c.75G>C,
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p.Ala74Pro) hatdsat a HSCT kimenetelére, azonban az eredmeények ellentmondasosak
voltak. [146, 150-154] A probléma megoldasanak okaért a kaukazusi populacioban a
TGFB1 promoter haplotipus szerkezetének feltérképezését végezték el. A tanulmany
szerint a p001 haplotipus korrelalt a csokkent tuléléssel és a megndvekedett
transzplantacidhoz kothetd halalozassal MUD transzplantacid esetén, ha a varians jelen
volt a recipiensben. [150] Ez a haplotipus szoros Osszefliggést mutatott a -1347C>T
varidnssal. A -1347T varians homozigota hordozdi, amelyeket a tanulmanyban
vizsgaltak, egészséges egyénekben megndvekedett TGFB1 transzkripcidt és magasabb

plazmaszintet mutatnak. [150, 155, 156]
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3. Célkituzések

Munkéank sorén az akut myeloid leukémia genetikai biomarkereinek vizsgalatat
tlztiik ki célul.

1) A Dél-pesti Centrumkorhaz - Orszagos Hematologiai és Infektologiai Intézet (régi
nevén Egyesitett Szent Istvan, Szent LaszI6 Korhaz, ESZSZK) Hematologiai és Ossejt-
transzplantécids Osztalyan 2001. januér és 2020. december kdzott diagnosztizalt és kezelt
feln6tt AML betegek adatbazisanak kibdvitése és folytatasa.

2.) Az AML betegek diagnéziskor jelen 1évé mutacioinak (FLT3, NPM1, IDH1,
IHD2) gyakorisdganak, azok egymassal vald tarsulasainak, relapszusban mutatott
stabilitdsuknak vagy esetlegesen Ujbdli megjelenésiiknek vizsgéalata.

3) Erzékeny ddPCR mddszer beallitisa NPM1 mutacié esetén DNS és RNS alapu
vizsgalatokra egyarant, illetve IDH1/2 mutécid tekintetében DNS alapu vizsgalatra.

4.) Az NPM1 mutaci6 tipusdnak meghatarozasa MRD monitorozasra kurativan
kezelt, remisszidba kertilt, diagndziskor NPM1 mutécid pozitiv AML betegek esetében,
az indukcios kezelést kdvetden (DNS €s RNS mintakbdl egyarant, amennyiben elérhetd
volt), illetve HSCT el6tt (DNS mintakbol).

5.) IDH1/2 mutacibk MRD monitorozasa kurativan kezelt, remisszidéba kerlt,
diagnoziskor IDH1 vagy IDH2 mutacio pozitiv AML betegek esetében, az indukcids
kezelést kovet6en és HSCT eldtt DNS alapu modszer segitségevel.

6.)  2007. januartol - 2013. decembereig a fent emlitett intézetben, illetve osztalyon
allogén HSCT-vel kezelt recipiensek és donorok TGFB1 -1347C>T genotipusanak
meghatarozasa, ezéltal az dsszesitett tUlélés és a nem relapszushoz kothetd halalozas
(NRM) eldvetitése.

7)) A TGFB1 -1347C>T genotipus szerepének vizsgalata a szovédmények

Osszefliggeseben.
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4. Mdbdszerek

4.1 Vizsgélt betegek
4.1.1 AML betegcsoport

A kutatasban a Dél-pesti Centrumkorhdz - Orszagos Hematologiai és
Infektologiai Intézet Hematologiai és Ossejt-transzplantacios Osztalyan 2001. januar és
2020. december kozott diagnosztizalt és kezelt 916 feln6tt AML beteg vett részt. A
betegek 49%-a (n=449) férfi, 51%-a (n=467) n6, a median életkor az AML diagnozisakor
54 év (tartomany: 16-94 év). Munkacsoportunk egy mar korabbi kdzleményében
ismertette a 2001-2009 kdzott diagnosztizalt és kezelt betegek adatait [157], illetve egy
masik kozleményben a 2010-2018 kozotti betegek adatait [158]. MRD kovetés 116
NPM1 mutacioval rendelkez6 és 62 IDH1 vagy IDH2 mutécid pozitiv és beteg esetében
tortént. Az FLT3-ITD alacsony (FLT3-ITD'"%) és magas (FLT3-ITDM9") allélarany
elkilonitése, a morfologiai leukémia mentes allapot (MLFS), az dsszesitett talélés (OS)
és a relapszus mentes tulélés (RFS) definicioit az ELN 2017 ajanlasai irtak le. [87] Mivel
a komplett remisszié (CR) és az inkomplett remisszié (CR;) ELN2017 meghatérozasa
[87] szerinti adatok nem &lltak rendelkezésiinkre, tanulmanyunkban remissziénak az

MLFS-t tekintettiik. Az adatok gytijtése és analizise retrospektiv modon tortént.

4.1.2 HSCT betegcsoport

A TGFB1 genotipust 409, 2007. januar és 2013. december kdzott allogén HSCT-
vel kezelt betegen vizsgaltuk. A HSCT a fent emlitett intézetben és osztalyon tortént. A
betegek 56%-a (n=231) férfi és 44%-a (n=178) nd. A transzplantaciokor az atlag életkor
43 év (tartomany:19-73 év) volt. A HSCT-vel kezelt betegek kiilonb6z6 malignus
hematologiai betegségekben szenvedtek, de jelentds résziik, 38%-uk (n=155) AML beteg
volt. Az OS a HSCT napjatol a barmilyen okbodl bekovetkezé halalig vagy az utolséd
nyomon kdvetésig szamoltuk. A betegek atlagos kovetése 48,8 hénap volt. A relapszust
versengd kockézatnak tekintettik a NRM-t. A gombdas ¢és bakteridlis fertézések
eléfordulasat a HSCT els6 30 napjaban és a halal eldtt 30 nappal vizsgaltuk. A GvHD
(akut és kronikus), a cytomegalovirus (CMV), az infekcid/reaktivacio, relapszus és a

transzplanticidéhoz kotheté trombotikus mikroangiopatia (TA-TMA) a mér leirtaknak
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megfeleléen keriilt meghatarozasra.[159, 160] Az adatok gyiijtése és analizise
retrospektiv médon tortént.

4.2 Citogenetikai vizsgalati mddszerek
Citogenetikai eredmény 861 AML beteg esetében volt elérhetd. A citogenetikai
vizsgélat sordn kromoszéma (kariotipus) elemzés és a fluoreszcens in situ hibridizacio
(FISH) technika valésult meg a nemzetkozi eléirasoknak megfeleléen Na-Heparinnal

alvadasgatolt csontvel6 mintabol vagy periférias verbol.

4.3 Molekularis genetikai modszerek

4.3.1 DNS és RNS izolalas

A DNS és RNS izolalas EDTA-val vagy Na-citrattal alvadasgatolt friss csontveld
vagy periférids vérbdl torténik. A DNS izolalas Puregene Gentra Isolation Kittel (Gentra
Puregene Blood Kit, 1000 ml, katalogus szam: 158389), és a MagCore Genomic DNA
Whole Blood Kittel (katalogus szdm: MGB400-05) tortént, a MagCore Nucleid Acid
Extractor nevet visel6 automata segitségével az eléirasoknak megfeleléen, majd -20°C-
on téarolasra kerultek.

Az RNS izolalas Trizol reagens segitségével tortént (Invitrogen, katalogus szam:
15596018), melyet reverz transzkripcié kovetett (High Capacity cDNA RT kit with
RNase Inhibitor; Life Technologies, katalogus szam: 4374966 reagens alkalmazasaval).
A reverz transzkripcié PCR programja 25°C 10 percig, ezt kdvetden 37°C 120 percig
végul 85°C 5 percig. A reverz transzkripcidhoz atlagosan 1-3 pg RNS-t hasznaltunk és a
transzkripciot kovetden a cDNS-t -20°C-on taroltuk.

4.3.2 AML diagnozisakor alkalmazott modszerek
Molekularis genetikai vizsgalatok kdzil az AML diagnézisakor NPM1 (n=916);
FLT3-ITD (n=916), FLT3-TKD (n=910), valamint IDH1 és IDH2 vizsgalatok (n=842)
torténtek. Relapszus esetén a mutaciok ismételten meghatarozasra kerlltek. A NPM1
[161] és FLT3-ITD [162] mutaciok vizsgalata fragmens analizissel, kapillaris
elektroforézissel valdsult meg Beckman Coulter, CEQ 8000 készuléken. A fragmens

analizissel a DNS molekula méretének meghatarozasa valik lehetévé fluoreszcensen
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jelolt primerrel végzett PCR-t kovetden. FLT3-TKD mutacié vizsgalata restrikcios
fragmens hossz polimorfizmussal tortént. A modszer olyan genetikai eltérések
(polimorfizmusok vagy mutacidk) kimutatasara alkalmas, amelyek létrehoznak vagy
megsziintetnek restrikcios hasitasi helye(ke)t. A vizsgalatot végiil gélelektroforézis zarja
(3%-0s agarozgeél, 70V feszultség, kb. 55 percig), amikor is méret szerint elkilonilnek
egymastol a fragmensek. IDH1 és IDH2 mutacidkat mintaszamtol fiiggéen high
resolution melting (HRM) maodszerrel [61] vagy multiplex allél-specifikus polimeraz
lancreakcioval (AS-PCR) vizsgaltuk. A HRM egy fluoreszcencia alapi modszer, mely
gyors mutacio szlrésre alkalmas, mely LightCycler készlléken (LightCycler 480ll,
Roche Diagnostics) valosul meg. [157] Az AS-PCR-t pontmutaciok kimutatisara
alkalmazzak, melyet gélelektroforézissel tesznek lathatova. IDH1 mutécid pozitivitas
esetében Sanger szekvenalast végeztink. A Sanger szekvenalds a klasszikus lanc
terminacio elvén alapul, mely éaltal a DNS béazissorrendjének a meghatarozésa valosul

meg.

4.3.3 AML MRD kovetésere alkalmazott modszerek

A ddPCR segitségével az NPM1 és IDH1 vagy IDH2 mutacioval rendelkez6
betegek kovetése valdsult meg. A kovetés alatt az indukcids terapia utani 30-60 nap
[NPM1 n=116, IDH1 vagy IDH2 n=62, mindkét mutaciora (dupla) pozitiv n=33 AML
beteg], HSCT el6tti 1-30 nap (NPM1 n=38, IDH1 vagy IDH2 n=22, dupla pozitiv 10
beteg) értendd, amennyiben DNS minta elérheté volt. NPM1 mutécidé pozitiv betegek
esetében RNS mintak diagndzis és MRD kovetése is megvalosult 39 esetben.

Az NPM1 mutécié ddPCR modszerrel torténd detektalasahoz hasznalt primerek
és prébak szekvenciajat a 1. tablazat tartalmazza. [163-165] Az NPM1 A tipusra
(c.860_863dupTCTG, p.Trp288CysfsTer12) specifikus reverz primert Gorello és mtsai.
irta le. [164, 166] A Mencia-Trinchant és munkatarsai [165] altal leirt degeneralt reverz
primert (N tipusu), olyan mutaciok detektalasara alkalmaztuk, amelyek ugyanabban a
pozicidban torténd kiilonb6zé nukleotid inzercidk voltak (c.860 863dupNNNN, p.
Trp288CysfsTerl2, ebben a vizsgalatban NPM1 N tipusi mutéciénak nevezzik). A
vizsgalatok soran referencia géneket hasznaltunk, RNS mddszer esetén az ABL1 gént
[167], DNS mddszer esetén a GAPDH-t [168]. Az 6sszeméréshez Supermix for Probes
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(no dUTP) (Bio-Rad) reagenst alkalmaztunk, minden primer 900 nM-os, minden préba
250 nM-os és minden reakcidba 100 ng DNS vagy 240 ng RNS Kerdilt.

1. tablazat. Az NPM1 ddPCR-ben hasznalt primerek és probak

Megnevezés DNS/RNS Oligonukleotid szekvenciak Ref

Forward primer DNS 5-GTGTTGTGGTTCCTTAACCACAT-3" |[163]

5FAM-TTTTCCAGGCTATTCAAGAT-

Proba DNS MGB 3 [163]

Reverz primer A tipus |[DNS/RNS| 5 -CTTCCTCCACTGCCAGACAGA-3 [164]

Reversz primer N tipus | DNS/RNS| 5 -CTTCCTCCACTGCNNNNCAGA-3’ [165]

Forward primer RNS 5 -GAAGAATTGCTTCCGGATGACT-3" |[164]

Proba RNS |5'FAM-ACCAAGAGGCTATTCAA-MGB 3" | [164]

Az IDH1 és IDH2 mutaciok mérése csak DNS mintabol valosult meg Bio-Rad
assay-k segitséegével (IDH1 R132C ID: dHsaMDV2010053, R132H ID:
dHsaMDV2010055 and IDH2 R140Q ID: dHsaMDV2010057, R172K ID:
dHsaMDV2010059). A ddPCR reakciok 95°C-on 10 percig torténd denaturacioval
indultak, ezt kdvette 40 cikluson keresztiil 94°C-on 30 masodpercig denaturécid, 55°C-
on DNS esetén és 60°C-on RNS esetén 60 masodpercig anellacid, mindezt egy 98°C-on
10 percig tartd enzim deaktivacio zarta, végll egy éjszakan at 6°C-on allt a reakcid a
C1000 Touch™ Thermal Cycler (BioRad) késziilékben.

A ddPCR mérések abban az esetben voltak elfogadhatoak, ha a total droplet szam
> 15.000, az Ures dropletek szama > 100 feltételeket teljesitették. Az MRD kovetés soran
a mintdk mérése duplikdtumban valosult meg, hogy a 4,5-log szenzitivitast elérjik
(minimum 32.000 referencia gén kopia) [169]. A hattér [limit of blank, LoB = atlag"%V
mintak+ 1.645x standard deviacio (SD)] és a detekcios hatar (limit of detection, LoD =
atlagneoatv minték + 3 3xSD) meghatarozasa 20-35 egészséges és/vagy az adott mutaciora
negativ AML beteg mintajabol tortént [63, 170].

A 2,5%-nal alacsonyabb varians allélfrakcio (VAF) 5%-nal alacsonyabb (pre)
leukémias sejtnek felel meg; a remisszio soran a perzisztalo pre-leukemias klonnal
rendelkezé mintak 2,5% feletti VAF értéket mutattak.
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4.3.4 TGFB1 -1347C>T SNP genotipizalasa

A TGFB1 -1347C>T (a korabbi publik&cidkban -509C>T néven emlitett,
rs1800469) genotipust olvadasi gérbe analizissel vizsgaltuk LightCycler 48011 késziilék
segitségével. A reakcidt 20 pL Ossztérfogatban végeztik, mely 2x-es MyTaqg mixet
(Gyarto: BioLine, katalégus szam: BL125042), 0.3 uM LCF primert, 1 pM LCR primert,
0.5 uM anchort, 0.5 puM sensort (2. tablazat) és 25 ng DNS-t tartalmazott. A reakcio
kezdeti denaturacioval kezd6dott 95°C-on 3 percig, 70 denaturalasi ciklus 95°C-on 30
masodpercig, anellaciéo 52°C-on 40 masodpercig, elongaciéo 72°C-on 60 masodpercig
tartott, amelyet olvadasi gorbe analizis kdvetett 40-t61 80°C-ig (folyamatos detektalas:
0,03 CIs).

2. tdbldzat. A TGFB1 -1347C>T genotipizalasra alkalmazott primerek és hibridiz&cios

probak
Megnevezés Oligonukleotid szekvenciak
LCF primer 5’-CAT GGG AGG TGC TCA GTA AA-3’
LCR primer 5’-GGC TGG GAA ACA AGG TAG-3’
Anchor 5’-Cyanine-CCT GTT GCC CCC TCC TCC CA -3’- Phosphate
Sensor 5’-ACC CTT CCA TCC CTC AGG T-3’-Fluorescein

4.4 Statisztikai modszerek

A kategorikus valtozékat Chi-négyzet prébaval és Fischer-egzakt probajaval, mig
a folytonos véltozokat Mann-Whitney illetve Kruskal-Wallis tesztekkel elemeztiik
mindkét vizsgalatunk soran. Az univariancia analizisben a Kaplan-Meier modszert
alkalmaztuk az OS, RFS kiszamitasara log-rank statisztikakkal [87]. Az OS-t a diagnozis,
az RFS-t a remisszido id6pontjatdl szamitottuk. A transzplantacio eldtti és a
transzplantacié utdni MRD monitorozashoz, illetve a TGFB1 SNP vizsgalatakor a
tulélesek osszehasonlitasat a HSCT id6pontjatol kezdve végeztiik. Az idGintervallum az
esemény bekovetkeztéig (halal/relapszus) vagy az utols6 megfigyelés napjaig tartott.
Multivariancia analizis Cox-regresszios modell segitségével tortént. A hazard ratiot (HR)
és a hozza tartozd 95%-os konfidencia intervallumot (CI) szamoltuk ki, illetve interakcio

elemzést is végeztiink. A szovoédmények kumulativ incidenciajat Fine-Gray teszttel
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becsultiik, a szamitas sordn a halal kompetitiv rizikot képviselt. Minden esetben a 0,05
alatti P értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. A statisztikai elemzéseket SPSS
Statistics 22 verzidval (Armonk, NY) és a kumulativ incidencia kiszamitasat EZR [171]

programmal végeztik.
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5. Eredmények

5.1 Genetikai eltérések diagnodziskor akut myeloid leukémiaban

A 2001. januar és 2020. decembere kdz6tt diagnosztizalt és kezelt 916 felnott
AML-ben szenvedd beteg 81%-a (n=746) részesilt kurativ terdpidban, amelyb6l 521
beteg (70%) kapott standard ,,7+3” (daunorubicin + AraC) kezelést. A kurativ indukcids
kezelést kovetden aplazia vagy nem meghatarozhatd okok miatt 95 beteg (13%) esetében
kovetkezett be halal és 524 esetben (70%) értek el remissziot. A remisszidoban 1évé
betegek kozel felénél, 46%-nal (n=243) kdvetkezett be relapszus. A kurativ terapidban
részesllt betegek 3%-ban (n=20) autol6g-HSCT-t és 26%-anal allo-HSCT-t hajtottak
végre (melybdl 66 esetben HLA-azonos testvér, 86 esetben MUD és 24 esetben
haploidentikus volt a donor). Az intenziv terépia ellenére 2020. decemberére a betegek
71%-a (n=529) meghalt és 29% (n=217) él. (3. tdblazat)

3.tablazat. A 916 AML beteg citogenetikai és molekularis genetikai jellemz6i

AML betegek %

Osszesen 916
Férfi/NG 449/467 49%/51%
Median életkor diagnoziskor (év) 54 16-94
Citogenetika (elérhetd) 861/916 94%
Citogenetika kedvezd csoport 136/861 16%
Citogenetika normal kariotipus 375/861 44%
Citogenetika egyéb intermedier 132/861 15%
Citogenetika kedvezdtlen csoport 218/861 25%
IDH1 R132C/R132H/egyéb 27/30/11 (842) | 3/4/1
IDH2 R140Q/R172K 76/18 (842) 9/2
FLT3-1TD pozitiv 216/916 24%

ITD low 122 56%

ITD high 94 44%
FLT3-TKD pozitiv 70 (910) 8%
NPM1 pozitiv 253 28%
NPM1 A tipus
NPM1 N tipus 194 (200) 97%
NPM1 non-N 6 (200) 3%
NPM1 mutacio tipus nem elérheto™ 53
Indukcios kezelés (kurativ/palliativ) 746/170 81%/19%
Kurativ (DNR&AraC/egyéb) 521/225 70%/30%
Aplazia vagy nem meghatarozhatd
okok miatt bekdvetkezett haldl 95/746 13%

36



DOI:10.14753/SE.2022.2662

Remisszié (MLFS) 524/746 70%
Relapszus 243/524 46%
HSCT 176/746 26%

Roviditések: DNR&AraC: standard daunorubicin & citarabin kezelés; FLT3-ITD: fms-
szerl tirozin kindz internal tandem duplikacio, FLT3-TKD: fms- szer(i tirozin kinaz tirozin
kinaz domén, HSCT: hematopoetikus 6ssejt transzplantacié, IDH: izocitrat dehidrogenaz,
MLFS: morfologiai leukémia mentes allapot, FLT3-1TD és/vagy NPM1 mutacio nem
elérheté™: palliativ kezelésben részesiilé vagy hianyzd6 DNS-mintdkkal rendelkezo
betegeket nem értékeltiik tovabb az FLT3-ITD szempontjabdl és/vagy NPM1 mutacid

tipus szempontjabdl

Genetikai hatteriket tekintve 861 AML betegnek (94%) volt citogenetikai
eredménye. Az ELN ajanlas szerint kedvez6 citogenetikai csoportba 136 (16%) beteg
keriilt, intermedier besorolasba 507 (59%), melybdl 375 (74%, 375/507) beteg normal
kariotipussal rendelkezett és 218 beteg (25%) a kedvezotlen rizikocsoportba tartozott.

Molekularis genetikai markerek kozil a betegek 28%-a (n=253) NPM1, 24%-a
(n=216) FLT3-ITD pozitivitassal rendelkezett, 8%-a (n=70, 70/910) FLT3-TKD, 8%-a
(n=68, 68/842) IDH1 és 11%-a (n=94, 94/842) IDH2 mutacidra mutatott pozitivitast. Az
IDH1 mutaciok megoszlasa a kovetkez6képpen alakult: 39% (n=27) R132C, 46% (n=30)
R132H, 15% (n=11) R132G/L/S/P; mig az IDH2 esetében 81% (n=76) R140Q, 19%
(n=18) R172K volt. Az AML betegek klinikai jellemzoéit az 3-5. abrak, 4-6. tablazatok

mutatjak be.
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4t4bldzat. Az FLT3-ITD és FLT3-TKD pozitive  AML betegek citogenetikai és

molekularis genetikai jellemzoi

FLT3-ITD % FLT3-TKD %
Osszesen 216 70 100%
FLT3-ITD pozitiv 216 100% 15/70 21%
ITD low 122/216 56% 13/15 87%
ITD high 94/216 44% 2/15 13%
FLT3-TKD pozitiv 15/200 8% 70 100%
Férfi/N6 87/129 40%/60% 36/34 51%/49%
Median életkor (tartomany: (tartomany:
diagndziskor (év) 51 19-83) 48 19-77)
Citogenetika
(elérhet6) 200/216 93% 66/70 94%
Citogenetika
kedvezd csoport 23/200 11% 13/66 20%
Citogenetika normal
kariotipus 131/200 66% 36/66 54%
Citogenetika egyeb
intermedier 28/200 14% 10/66 15%
Citogenetika
kedvezbtlen csoport 18/200 9% 7/66 11%
NPM1 mutéacio tipus | 54/36/26
nem elérhetd (916) 6%/4%/3% 17/9/7 (916) 2%/1%/1%
IDH1
R132H/R132C/egyéb | 6/5/3 (842) | 0,7%/0,6%/0,4% | 5/2/2 (842) | 0,6%/0,2%/0,2%
IDH2 R140Q/R172K | 16/0 (842) 2%/0% 4/0 (842) 0,5%/0%
Indukcids kezelés
(kurativ/palliativ) 183/33 85%/15% 62/8 89%/11%
Kurativ
(DNR&AraClegyéb) | 130/53 71%/29% 48/14 77%123%
Aplazia vagy nem
meghatarozhatd okok
miatt bekovetkezett
halal 18/183 10% 12/62 19%
Remisszio (MLFS) 134/183 73% 47162 76%
Relapszus 72/134 54% 18/47 38%
HSCT 46/183 25% 20/62 32%

Roviditések: DNR&AraC: standard daunorubicin & citarabin kezelés; FLT3-1TD: fms-
szer(l tirozin kinaz internal tandem duplikacio, FLT3-TKD: fms- szer( tirozin kinaz tirozin
kinaz domén, HSCT: hematopoetikus 6ssejt transzplantacio, IDH: izocitrat dehidrogenaz,
MLFS: morfologiai leukémia mentes allapot, NPM1 mutacido nem elérheté*: palliativ
kezelésben részesiild vagy hianyzé DNS-mintdkkal rendelkezd betegeket nem értékeltiik

tovabb az NPM1 mutacio tipus szempontjabdl
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5. tAblazat. Az NPM1 pozitiv AML betegek citogenetikai és molekularis genetikai

jellemz6i
NPML1 pozitiv
NPM1 MRD
pozitiv % kovetett %
Osszesen 253 116
NPM1 A tipus 0 90/116 77.6%
NPM1 N tipus 194/200 1% 26/116 22.4%
NPM1 non-N 6/200 3% 0 0%
NPM1 mutécio tipus
nem elérheto* 53 0 0%
NPM1 detektalhatd
relapszusban 72179 91% 42/45 93%
Férfi/N6 104/149 41%/59% 51/65 44%/56%
Median életkor (tartomany: (tartomany:
diagnéziskor (év) 53 19-85) 48 19-75)
Citogenetika (elérhet6) | 226/253 89% 107/116 92%
Citogenetika kedvezo
csoport 0/226 0% 0/107 0%
Citogenetika normal
kariotipus 192/226 85% 94/107 88%
Citogenetika egyéb
intermedier 25/226 11% 10/107 9%
Citogenetika
kedvezbtlen csoport 9/226 4% 3/107 3%
IDH1 27/4/6
R132H/R132C/egyéb (240) 11%/2%/3% 11/3/0 9%/3%/0%
37/0

IDH2 R140Q/R172K (235) 16%/0% 19/0 16%/0%
FLT3-ITD pozitiv 114/250 46% 64/116 55%

ITD low 62/114 54% 39/64 61%

ITD high 52/114 46% 25/64 39%
FLT3-TKD pozitiv 33/243 16% 15/113 13%
Indukcids kezelés
(kurativ/palliativ) 211/42 83%/17% 116/0 100%/0%
Kurativ
(DNR&AraClegyéb) 168/43 80%/20% 96/20 83%/17%
Aplazia vagy nem
meghatarozhatéd okok
miatt bekdvetkezett
halal 28/211 13% 0 0%
Remisszi6 (MLFS) 1741211 82% 116 100%
Relapszus 89/174 51% 58/116 50%
HSCT 49/211 23% 38/116 33%
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Roviditesek: DNR&AraC: standard daunorubicin & citarabin kezelés; FLT3-1TD: fms-
szerl tirozin kinaz internal tandem duplikacio, FLT3-TKD: fms- szert tirozin kinaz tirozin
kinaz domén mutacio, HSCT: hematopoetikus 6ssejt transzplantacio, IDH: izocitrat
dehidrogendz, MLFS: morfologiai leukémia mentes allapot, MRD: mérhet6 rezidualis
betegseg, NPM1 mutacié nem elérhet6*: palliativ kezelésben részesiilé vagy hianyzo
DNS-mintakkal rendelkez6 betegeket nem értékeltiik tovabb az NPM1 mutacio tipus

szempontjabol
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6.tablazat. Az IDH1/2 pozitiv AML betegek citogenetikai és molekularis genetikai

jellemz6i
IDH1/2
IDH1/2 pozitiv MRD
pozitiv % kovetett %

Osszesen 162 62
IDH1/IDH2 68/94 42%/58% 24/38 39%/61%
IDH1
R132C/132H/egyéb 27/30/11 | 39%/46%/15% 10/14/0 42%/58%/0%
IDH2 R140Q/172K 76/18 81%/19% 33/5 87%/13%
Férfi/NG 69/93 43%/57% 23/39 37%/63%
Median életkor (tartomany: (tartomany:
diagnoziskor (év) 57 24-94) 49 24-76)
Citogenetika (elérhetd) | 149/162 92% 59/62 95%
Citogenetika kedvez6
csoport 6/149 4% 1/59 2%
Citogenetika normal
kariotipus 89/149 60% 39/59 66%
Citogenetika egyéb
intermedier 39/149 26% 15/59 25%
Citogenetika
kedvezbtlen csoport 15/149 10% 4/59 7%
NPM1 A tipus 46/162 28% 28/62 45%
NPM1 N tipus 271162 17% 5/62 8%
NPM1 non-N 1/162 1% 0/62 0%
FLT3-ITD pozitiv 32/162 20% 15/62 24%

ITD low 24/32 75% 10/15 67%

ITD high 8/32 25% 5/15 33%
FLT3-TKD pozitiv 13/160 8% 8/62 13%
Indukeios kezeles 132/30 |  81%/19% 62/0 1009%/0%
(kurativ/palliativ)
Kurativ
(DNR&AraClegyéb) 106/26 80%/20% 52/10 84%/16%
Aplazia vagy nem
meghatarozhatd okok
miatt bekdvetkezett
halal 32/132 24% 0 0%
Remisszi6é (MLFS) 90/132 68% 62 100%
Relapszus 45/90 50% 31/62 50%
HSCT 32/132 24% 22/62 35%

Roviditések: DNR&AraC: standard daunorubicin & citarabin kezelés; FLT3-ITD: fms-

szer(l tirozin kinaz internal tandem duplikacio, FLT3-TKD: fms- szer( tirozin kinaz tirozin

kinaz domén, HSCT: hematopoetikus Gssejt transzplantacio, IDH: izocitrat dehidrogenéz,

MLFS: morfolégiai leukémia mentes allapot, MRD: mérhetd reziduélis betegség, NPM1
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mutacié nem elérheté*: palliativ kezelésben részesiilé vagy hianyz6 DNS-mintakkal

rendelkezé betegeket nem értékeltiik tovabb az NPM1 mutécio tipus szempontjabdl

Megfigyeltik, hogy 74 olyan beteg volt a csoportban, akik egyarant NPM1 és
IDH1/2 mutécid pozitivak. A 74 beteg 50%-a (37/74) volt IDH2 R140Q pozitiv, mig az
IDH1 mutacidk koziil f6ként az IDH1 R132H tarsult NPM1 mutécidval (36%, 27/37). Az
IDH2 R140Q mutacio nagyobb részt NPM1A-tipussal tarsult (68%, 25/37), az IDH1
R132H azonos aranyban tarsult NPM1 A- és N- tipusu mutacioval [48-48% (13-13/27)
és 2% (1/27), olyan NPM1 mutacio, mely A- és N-primerekkel nem mutathato ki].

5.2 Genetikai markerek relapszuskor

A kurativan kezelt 524 remisszioban 1év6 AML beteg koziil 243 betegnél alakult
ki relapszus. Citogenetikai eredmény 105 diagnozis-relapszus par esetén volt elérhets. A
betegek 34%-a (n=36) diagndziskor és relapszuskor is normal kariotipussal rendelkezett,
tovabbi 34%-nak a relapszuskori citogenetikaja megegyezett a diagnoziskorival (de nem
NK), mig 32%-nak (n=33) a relapszuskor megvaltozott a kariotipusa. Regresszio 6
esetben alakult ki, progresszid 21 betegnél és 6 esetben valtozas Iépett fel a diagndziskori
citogenetikahoz képest. A diagnézis-relapszus parok dsszehasonlitisakor a citogenetika
az esetek 68%-aban bizonyult stabilnak, mig az esetek 20%-ban (n=21) progresszio lépett
fel relapszuskor.

FLT3-ITD vizsgalat 155 diagnozis-relapszus par esetén tortént. A betegek tobb,
mint fele 57%-a (n=89) diagnoziskor és relapszuskor is negativ volt FLT3-ITD mutacio
tekintetében és 34%-ban (n=52) az emlitett mindkét idépontban mutacio pozitiv volt. Az
FLT3-ITD vizsgalat tekintetében a betegek 91%-os stabilitast mutatnak és minddssze 9%-
ban (n=14) tortént valtozas (3 esetben relapszuskor mar nem volt megfigyelheté FLT3-
ITD pozitivitas, azonban 11 beteg esetében csak relapszusban jelent meg a mutécio). A
diagnozis és a relapszus kozott eltelt 1d0 szignifikdnsan hosszabb volt azokban az
esetekben, amikor az FLT3-ITD mar nem volt kimutathatd a relapszusnal,
0sszehasonlitva a perzisztal6 FLT3-ITD mutacidval jaré esetekkel [median 70,4 honap
(tartomany: 22,4-181,1 honap) versus 11,17 hénap (tartoméany: 3,7 - 175,1 hénap); p
=0,04].

45



DOI:10.14753/SE.2022.2662

FLT3-TKD diagndzis-relapszus par 130 esetben volt elérhet6. A betegek 90%-a
(n=117) diagndziskor es relapszuskor sem rendelkezett a mutacioval és 3%-a (n=4) volt
FLT3-TKD mutacié pozitiv mindkét idépontban. A betegek 93%-o0s stabilitassal
rendelkeztek FLT3-TKD mutacio esetén, és 7%-ban (n=9) nem egyezett a diagnozis és
relapszus soran vizsgalt FLT3-TKD mutécié eredménye (8 esetben relapszuskor eltiint az
FLT3-TKD mutécio és csupan 1 esetben jelent meg Gjonnan relapszuskor). A diagnézis
¢és a relapszus kozott eltelt id6 szignifikdnsan hosszabb volt azokban az esetekben, amikor
az FLT3-TKD nem volt kimutathaté a relapszusnal, 6sszehasonlitva a perzisztalo FLT3-
TKD mutacioval jaré esetekkel [median 47,3 hénap (tartomany: 13,4-168,2 honap)
versus 12,18 honap (tartomany: 5,7 - 20,0 hénap) illetve p =0,043].

NPM1 mutacié vizsgalat 161 diagnozis-relapszus par esetén tortént meg. A
betegek 53%-a (n=82) diagndziskor negativ volt és relapszus soran sem valtozott, és 42%
(n=72) pozitiv volt mindkét id6pontban. Az NPM1 mutéciostatusz 95%-o0s stabilitast
mutatott, az esetek 5%-aban (n=7) az NPM1 mutacio eltiint relapszuskor. A diagnozis és
a relapszus kozott eltelt id6 nem volt szignifikdnsan hosszabb azokban az esetekben,
amikor az NPM1 nem volt kimutathatd a relapszusnal, 6sszehasonlitva a perzisztald
NPM1 mutacioval jaro esetekkel [median 7,1 honap (tartoméany: 0,1-172,2 hdnap) versus
6,6 honap (tartomany: 2,2 - 152,9 hoénap) illetve p = 0,46]. NPM1 mutaci6 az egyetlen
olyan a munkacsoportunk altal vizsgélt markerek kozll, amelyik relapszusban nem
jelentkezett (j mutacioként, a 82 diagnoziskor NPM1 mutacid negativ beteg egyike sem
valt pozitivva.

IDH1/2 stabilitast 116 diagndzis-relapszus paron tudtuk vizsgélni. A betegek
jelentds része, 78%-a (N=90) diagndzis és relapszus id6pillanataban is IDH1/2 negativ
volt és 17%-a (n=20, 9 IDH1 és 11 IDH2) volt pozitiv. Az IDH1/2 mutéaciok 95%-ban
stabilnak bizonyult, 5%-ban (n=6) figyelheté meg kiilonbség (IDH1: 1 betegnél eltint a
mutécid relapszuskor, 1 betegnél Gjonnan jelent meg; IDH2: 2 betegnél eltiint és 2
betegnel ujonnan jelent meg). A diagndzistol a relapszusig eltelt id6 nem bizonyult
szignifikdnsan hosszabbnak azokban az esetekben, amikor az IDH1/2 nem volt
kimutathato a relapszusnal, 6sszehasonlitva azokkal az esetekkel, amelyeknél a relapszus
idején tartos IDH1/2 mutécid volt jelen [median 7,4 honap (tartomany: 2,2 - 11,4 hénap),
szemben a 8,6 hdnap (tartomany): 0,83-57,2 honap), p = 0,65]. A 93 diagndziskor IDH1/2
negativ betegben megfigyelhetd, hogy 3 esetben (IDH1 R132H: n=1; IDH2 R140Q: n=2)
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az IDH1/2 mutécidk csak relapszusnal jelentek meg. Ezen betegek diagndziskori mintéjat
egy szenzitivebb ddPCR mddszerrel Gjra mértik, és a VAF (0-0,23%) érték minden

esetben a HRM és/vagy az allélspecifikus PCR kimutatasi hatara alatt volt.

5.3 Prognozis becslés diagndziskori genetikai eltérések alapjan

A kurativ terapiaban részesiil6 AML betegek 24-hdnapos tulélését vizsgaltuk
citogenetikai eredmeényeik, illetve diagnoziskori FLT3-1TD, NPM1, valamint IDH1 és
IDH2 tekintetében. A citogenetikai eredmények alapjan a betegeket (n=707 kurativan
kezelt) az ELN besorolasnak megfeleléen kedvez6 (n=128), intermedier (n=406) és
kedvezétlen (n=173) csoportba soroltuk. A kedvezd és az intermedier csoportoknak
hosszabb volt a 24-hdnapos tulélése: a kedvez6 csoportban 73,2 + 3,9%, az intermedier
csoportban 38,4 + 2,4%, mig a kedvezo6tlenben 17,1 + 2,9%, p<0,001, mely az 6.4bran
lathatd.

p=<0,001

0.8

Kedvezd n=118

4 xk. H Intermedier n=406
0.2 4 ﬁc

o LI Kedvezétlen n=173

0.6 1

0.4 4

Osszesttett tulélés valészinlisége

0 50 100 150 200

Diagnozistdl eltelt id6 (hénapok)

6.abra. A kurativan kezelt AML betegek Osszesitett thlélése az ELN2017 citogenetikai

besorolas alapjan

A molekuléris genetikai markerek kozil diagnoziskor 746 kurativan kezelt
betegnek volt elérhetd FLT3-1TD, NPM1, illetve IDH1 és IDH2 eredménye. A betegek
25%-a (n=183) rendelkezett diagndziskor FLT3-ITD mutacidval. A 24-hénapos
talélésben trend figyelhet6 meg, 41,3 + 2,1% az FLT3-ITD negativ (n=563) és 32,2 £
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3,5% az FLT3-ITD mutécidé pozitiv (n=183) betegek tekintetében (p=0,051). Az
ELN2017 ajanlésok szerint a diagnoziskor intermedier citogenetikaval (beleértve a NK-t
is, n=406) rendelkezd FLT3-1TD pozitiv betegeket FLT3-ITD'®" (n=79) és FLT3-1TD"9"
(n=57) kategoriakra osztottuk. A diagnoziskor FLT3-ITD"9 és FLT3-ITD'" betegek
esetében kedvez6bb volt az 24-hdnapos OS: FLT3-1TD™9 42,7 + 3,0%, FLT3-ITD""% 37,1
+5,5% és FLT3-ITD"9" 22,0 + 5,6%, p=0,004 (7.4bra).

p=0,004

0.8

0.6

0.4
FLTITD"ee n=270

Osszesttett tUélés valészinisége

021 el ITDw n=
o eefessadessanes +,+.F_|FTITD n=79

FLTTDMh n=57

0 50 100 150 200
Diagnozistdl eltelt idé (hénapok)

7.4bra. A Kkurativan kezelt, intermedier citogenetikaval rendelkez6 AML betegek

Osszesitett talélésének valoszintisége FLT3-1TD mutacio szerint

Az FLT3-ITD negativ és ITD alacsony pozitiv betegek tulélési esélye nagyon hasonldan
alakul (p=0,782) és komoly rizikét az FLT3-ITD mutacié magas pozitivitdsa okoz
p=0,007.

A diagnoziskori NPM1 mutécio negativitas (n=220), illetve pozitivitas (n=186)
tekintetében a 24-honapos tulélésben kilonbség nem volt lathaté az intermedier
citogenetikaval (n=406) rendelkez6 betegek esetében (24-hdnapos tulélés 40,2 + 3,6% az
NPM1 negativ és 37,0 + 3,3% az NPML1 pozitiv betegek esetében, p=0,176, 8.4abra).
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8.4bra. A kurativan kezelt AML betegek dsszesitett talélése az NPM1 mutécio alapjan

A 2017-es ELN ajanlasokat figyelembe véve intermedier citogenetikaval
rendelkez6 betegek (n=406) esetében az NPM1 és FLT3-ITD mutacié tarsulasok
szignifikans kiilonbséget mutatnak a 24-honapos talélésben: NPM1"9-FLT3-|TDed/low
esetben 39,0 + 3,4; NPM1™9-FLT3-ITD"9" 17,6 + 9,2; NPM1"P%-FLT3-ITD"¥°W 44 9 +
4,2, mig NPM1Po2-FLT3-ITDM9" csoportban 21,2 +6,7, p=0,02 (9.4bra).
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9.4bra. A kurativan kezelt intermedier, (beleértve a normal kariotipussal rendelkezd)
AML betegek dsszesitett tulélése az NPM1 és FLT3-1TD mutaciok alapjan

49



DOI:10.14753/SE.2022.2662

A Kkurativan kezelt, intermedier citogenetikai besorolasba tartozo6 betegek (n=382)
diagndziskori IDH1 és IDH2 eredményeiben a 24-honapos talélésben eltérése nem volt
megfigyelheté a mutacid negativ (IDH1: 38,2 + 2,7%; IDH2: 37,8 + 2,8%) és pozitiv
(IDH1: 45,2 + 7,7%; IDH2: 43,8 + 6,7%) csoportok kozott pt=0,633 (IDH1); p>=0,432
(IDH2) 10.4bra és 11.4bra.
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10.4bra. A kurativan kezelt AML betegek 0sszesitett talélése IDH1 mutacio szerint
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11.4bra. A kurativan kezelt AML betegek 0sszesitett talélése IDH2 mutacio szerint
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5.4 Prognozis becslés kovetés soran mért genetikai markerek alapjan

5.4.1 Droplet digitalis PCR technikék beallitisa MRD monitorozasra

Az NPM1 és IDH1/2 muticiok MRD vizsgalatat ddPCR modszer segitségével
vegeztuk. A diagnoziskor Kkapillaris elektroforézissel NPM1 pozitivnak detektalt
betegeket (n=253) retrospektiven NPM1-A és -N tipust primerekkel ddPCR modszerrel
vizsgéltuk. Az alkalmazott primerek és probak elhelyezkedését a 12. &bran kerdl
bemutatésra. A 253 NPM1 pozitiv betegb6l 53 esetben nem allt rendelkezésre minta. A
200 vizsgélt beteg 97%-a (n=194) NPM1-A (tipusos ddPCR eredmény 13-14.4bra) vagy
-N tipustnak bizonyult, és minddssze a betegek 3%-a (n=6) nem volt kimutathatd
ddPCR-rel az NPM1 mutaci6 N tipusd primerrel sem. [165]

Préba * 45
intron exon
NPRIAES. i eesasesessueanis I.—I 11 { =
---------- ’ -
[?NS/ » < TCTG —  Atipust reverz primer
GAPDH Forward primer ; *
Préba < CATG — B tipust reverz primer
<« NNNN— N tipusu reverz primer
Préba Y
NPM1met exon 11 I— | exon 12
_________ | ] ]
RNS/ S 1 '
ABL1 intron
< TCTG — A tipust reverz primer
Forward primer
Proba * < CATG — B tipusu reverz primer
I_] < NNNN— N tipusi reverz primer

12.4bra. A ddPCR-ben hasznalt NPM1 primerek és probak sematikus abrdzolasa
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13.4bra. Tipusos ddPCR eredmény A tipusi NPM1 mutacio esetében (1D dot plot)
Fels6 panelen kékkel jelolve (FAM) a NPM1 pozitiv, mig az als6 panelen zélddel (HEX)
a referencia gén (GAPDH) pozitiv dropletek abrazolédnak. A rozsaszin vonal az
amplifikacio pozitiv és negativ dropletek elvalasztasara szolgélo hatarértéket mutatja.
B11 pozicio: NPM1 mutécio negativ minta (<0.01%), a C11 és D11 pozicio: kis mérték
NPM1 pozitivitast mutatdo mintdk (C11: 0,21%, D11: 0,18%); E11: erésen pozitiv minta
(47,85%), F11: DNS templat nélkali vizkontroll.
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14.4bra. ddPCR NPM1 mutéacid A tipus 2D dot plot
A ddPCR modszer alkalmazasa soran LoB és LoD értékeket hataroztunk meg. Az

NPM1-A tipusu primer esetében a ddPCR LoD-értéke alacsonyabb volt, érzékenyebb,

mint az N-tipusu primer esetében mind DNS, mind RNS beallitasokban (7.tablazat).

7 tablazat. Az alkalmazott ddPCR mddszerek leirasa

Kontroll
mintdk | atlag |tartomany| LOB LOD

Mutaci6 | Tipus |DNS/RNS| szdma (%) (%) (%) (%)

NPM1 A DNS 38 0,0000 | 0-0,0042 | 0,0018 | 0,0033
NPM1 A RNS 22 0,0000 | 0-0,0000 | 0,0000 | 0,0000
NPM1 N DNS 34 0,0005 | 0-0,0141 | 0,0091 | 0,0152
NPM1 N RNS 22 0,0000 | 0-0,0120 | 0,0070 | 0,0120
IDH1 |[p.R132C| DNS 27 0,0293 | 0-0,0693 | 0,0620 | 0,0960
IDH1 |p.R132H| DNS 27 0,0292 | 0-0,0967 | 0,0756 | 0,1190
IDH2 |p.R140Q| DNS 27 0,0427 | 0-0,0725 | 0,0789 | 0,1200
IDH2 |p.R172K| DNS 26 0,0142 | 0-0,1047 | 0,0655 | 0,1090

Roviditések: LoB: limit of blank, LoD: limit of detection

Az NPM1 mutans VAF értékeket a DNS-ben és az NPM1 mutans expresszios
szinteket az RNS-ben MRD negativnak tekintettiik, ha 0,01% alatti (A-tipus) vagy 0,05%
alatti (N-tipus) volt.

Harminckilenc beteg elsé indukciods terapiat kovetden 39 mintajat parhuzamosan
vizsgaltuk RNS és DNS alapl NPM1™t ddPCR modszerekkel. A modszerek
érzékenysége magasabbnak bizonyult az RNS mintadkon. Az NPM1™ expressziét mutato
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RNS-mintak 46%-at (median: 0,1%; tartomany: 0,01-5,1%) a velik egyez6 DNS-
mintakban negativnak talaltuk (<0,01%). Az RNS-vizsgalat (NPM1™! expresszio)
érzékenyebbnek bizonyult (median: 1,3-log; tartomany: 0,0-2,78-log) a DNS-
vizsgalathoz (NPM1™ VAF) képest azokban a mintakban, amelyek RNS- és DNS-

szintjén egyarant pozitivak voltak (15.abra).

DNS RNS

10%

1%

0,1%

<0,01%

15.4bra. A DNS és RNS alapu NPM1 MRD kdvetésének dsszehasonlitasa indukcid utan
A DNS alapt madszer leirja a mutans NPM1 varians allél frekvenciait (NMP1™YGAPDH
arany), mig az RNS moédszer megmutatta az NPM1 RNS expressziéjat (NPM1™Y/ABL1).
Azokat az RNS mintakat, amelyek NPM1™!' expressziét, de negativ varians allél
frekvenciat mutattak, folyamatos sziirke vonalakkal jel6ljik (18 minta, 46%). Azokat a
mintakat, amelyek legalabb 0,5 log magasabb RNS expresszids szintet mutattak, mint a
DNS szinten detektalhatd NPM1™! allél arany fekete szaggatott vonalakkal (19 minta,
49%) jeloljiik. Csak két minta (fekete folytonos vonalak, 5%) mutatott egyenértékii
NPM1™t RNS expressziot és DNS allél aranyt.

A diagnoziskor HRM-el és allél specifikus PCR-rel IDH1/2 pozitivnak detektalt
AML betegeket (n=162) retrospektiven ddPCR madszerrel vizsgaltuk (16.abra). A 162
vizsgalt beteg 93%-a (n=151) ddPCR mddszerrel detektalhaté IDH1 R132C/H illetve
IDH2 R140Q/R172K varianst hordozott, mig a betegek 7%-at (n=11) nem tudtuk kovetni
ddPCR modszer segitségével (IDH1 R132G/L/S/P varianst hordoztak).
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Préba
*
| | IDH1-R132C
Préba
*
| o | IDH1-R132H
IDH1
> Préba * ¢
Forward primer l_ _I Reverz primer
IDH1-WT
IDH2-R140Q IDH2-R172K
Préba Préba *
*
| —
IDH2
s ]\' *
Forward primer |_ |_ J Reverz primer
Proba
IDH2-R140-WT IDH2-R172-WT

16.4bra. Az IDH1/2 ddPCR-ben hasznalt primerek és prébak sematikus abrazolasa
Abraalairas: Az IDH mutécid tipusok mérése kiilon tortént; minden mérés tartalmazott

egy mutaciora specifikus reakciot és egy vad tipusd (WT) reakciét

Akércsak az NPM1 ddPCR maddszer soran IDH1/2 esetében is meghataroztuk a
LoB, LoD értékeket. Az IDH1/2 mutécidé kimutataséara szolgalé LoB 0,06-0,08%, a LoD
pedig 0,09-0,12%, melyet a Tablazat tartalmaz. Az IDH1/2 formak 0,2% alatti VAF

értékét negativnak tekintettlk.

5.4.2 Progndzis becslés NPM1 mérhet6 rezidualis betegség alapjan

A 200 NPM1 pozitiv ddPCR maodszerrel vizsgalt AML beteg kdzil 174 Kker(lt
remisszioba (MLFS-t) az indukcid utan, azonban 5 esetben az MRD monitorozas
technikai korlatok miatt nem volt megvalosithaté (az NPM1 mutaciot sem A, sem N
tipust primerekkel nem tudtuk kimutatni), illetve 53 beteg esetében diagnoézist kovetden
mar nem volt elérheté tovabbi DNS. A 116 kurativan kezelt NPM1 pozitiv és MRD
monitorozott betegek alapvetd jellemzoit, mint a nem, €letkor diagnoziskor, indukcios

terapia, HSCT és kimenetelek (indukcids kezelést kovetéen aplazia vagy nem
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meghatarozhaté okok miatt bekovetkezett halal, remisszio, relapszus, citogenetikai és
molekularis genetikai adatok) az Tablazat tartalmazza.

A 116 NPM1-A vagy -N mutacioval rendelkez6 betegcsoportban vizsgaltuk az
NPM1 MRD negativ (n=46) és NPM1 MRD pozitiv (n=70) betegek 24-hénapos OS és
RFS értékeit, mely soran kedvez6 eredményeket figyeltiink meg NPM1 MRD negativ
betegek esetében (24-honapos OS: MRD"™ esetben 58,5 + 7,5%, MRDP® esetben 39,3 +
6,2%, p=0,029; a 24-hdénapos RFS: 48,3 + 7,5%, szemben 27,8 * 5,6%, p=0,019,
18.Abra). Az MRD pozitiv betegeket tovabb osztottuk MRD alacsony (MRD'"Y, n=33)
és MRD magas (MRD"9", n=37) alcsoportokra. Az NPM1 MRD'"" és MRD"'9" csoportok
kozotti megkulonboztetés érdekében az OS-hez tartoz6 HR-eket hat kiilonb6z6
hatarértékben (0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5%; 1% és 2%) hasonlitottuk 6ssze az NPM1 A és
N tipus esetén kilon-kulon és egyiditt is [172]. Betegcsoportunkban az NPM1 VAF 0,2%-
ot tekintettiik az alacsony és a magas alcsoportok megkilonboztetésének hatarértékeként.
A 116 NPM1-A és -N 0Osszesitett csoportban a kiilonbség nem volt megfigyelheté az
MRD pozitiv csoporton belil (24-hénapos OS: 47,6 + 9,4% az MRD alacsony pozitiv,
szemben 32,6 + 8,0% az MRD magas pozitiv, p=0,250; a 24-h6napos RFS: 29,3 + 8,2%,
szemben 26,5 + 7,6%, p=0,372, 17.4bra).

NPM1 MRDn=a vs MRDeez  p'=0,029
NPM1 MRD'>*vs MRDMgh  p2=0,25

NPM1 MRD"esvs MRDz  p'=0,019

NPM1 MRD'evvs MRDMsh  p2=0,372

0.84 0.8

0.6 0.6

NPM1 MRD"e? n=46

Osszesttett tUélés valészinisége
Relapszus mentes tUlélés valdszinlsége

04l Y . o NPM1 MRD"s n=46
’ % ' NPM1 MRD"" n=33 p! ’ e
T it H o+ 8 1
........... ; . it
‘44 NPM1 MRDMh n=37 } P OO ki s
0.24 EETT T TTTE N T PPN + 0.2 3 } p?
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NPM1 MRD"sh n=37
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17.abra. Az 6sszesitett tulélés és a relapszus mentes tulélés valdsziniisége az NPM1 MRD
szerint indukcié utan. Mindkét panelen (A: dsszesitett talélés; B: relapszus mentes
talélés) az NPM1 MRD™¢ (VAF<0,01-0,05% az NPM1 mutaci6 tipusatol fliggéen) és
MRDP? (VAF> 0,01-0,05%) alcsoportok eredményeit a hozzajuk tartozé p! értékkel
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mutatjuk be. Az NPM1 MRD-pozitiv alcsoportot tovabb osztottuk MRD'™ (VAF=0,01—
0,2%) és MRD"9" (VAF> 0,2%) alcsoportokba, és dsszehasonlitottuk a p? értékekkel.

Az NPM1 pozitiv AML betegek OS és RFS ertékeit a 90 NPM1-A tipusu betegen
kulon megvizsgaltuk. A 90 NPM1-A tipusu betegbél 35 beteg MRD negativ és 55 MRD
pozitiv volt. Az NPM1-A és -N nagy csoporthoz hasonléan itt is kedvez6 eredményeket
figyeltink meg az MRD negativ betegek esetében (24-hdnapos OS: 50,2 + 8,9% MRD",
szemben 27,7 £ 6,5% MRDP%, p=0,010; a 24-h6napos RFS: 40,2 £ 8,6%, szemben 15,8
+ 51% p=0,009, Abra). Ebben az esetben is kilén vélasztottuk az MRD pozitiv
betegeket, 28 beteg keriilt az MRD'™" kategoriaba (0,01-0,2% kozotti NPM1 mutéans
allélterhelés kozott), és 27 beteg az MRD"9" kategoriaba (0,2% felett). Az MRD pozitiv
beteg két alcsoportja kdzott szignifikans kilonbség mar nem volt lathatd (24-honapos
0S: 40,6 + 10,3% az MRD'"", szemben 16,1 + 7,4% az MRDM9" esetén, p=0,088; és 24-
honapos RFS: 19,4 + 7,8%, szemben 12 + 6,5%; p=0,107, 18.4bra).

NPM1 (A) MRD"es vs MRDrez p'=0,010
NPM1 (A) MRD'** vs MRDMah p2=0,088
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18.4bra. Az dsszesitett tulélés és a relapszus mentes tulélés valosziniisége az NPM1-A
MRD statusz szerint indukci6 utan

Mindkét panelen (A: dsszesitett talélés; B: relapszus mentes talélés) az NPM1-A MRD"™
(VAF<0,01%) és MRDP* (VAF>0,01%) alcsoportok kimenetelét mutatjuk be a
kapcsolodd pt értékkel. Az NPM1-A MRD pozitiv alcsoportot tovabb osztottuk MRD'®"
(VAF=0,01-0,2%) és MRD"9" (VAF> 0,2%) alcsoportokra, és p? értékkel hasonlitottuk

0ssze.
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Tobbvaltozos elemzésben az NPM1 MRD pozitivitas (A és N tipus egyarant) az
elsé indukcios kezelés utan fliggetlen kockazati tényezének bizonyult, az életkor, a
diagnoziskor azonositott citogenetika és az FLT3-1TD mutacié megléte/hianya, valamint
a fehérvérsejtek (WBC) szamatol (OS: HR 2,16 95% CI 1,25-3,74, p=0,006; RFS: HR
2,21 95% ClI 1,32-3,68, p= 0,002, 8.tablazat).

8.tablazat. Az NPM1 MRD statusanak tébbvaltozos elemzése indukcid utan

Relapszus mentes tulélés
Osszesitett talélés (n=116) (n=116)
Hazard ratio (95% Cl) | P |Hazard ratio (95% CI) P

NPM1 MRD

pozitivitas 2,16 (1,25-3,74) 0,006 | 2,21 (1,32-3,68) 0,002
Eletkor 1,02 (1,00-1,04) 0,019]1,02 (1,00-1,04) 0,053
Citogenetika 1,50 (0,86-2,63) 0,155 1,62 (0,94-2,82) 0,085
FLT3-ITD 1,75 (1,19-2,56) 0,004 | 1,74 (1,23-2,46) 0,002
WBC >100.000/uL |0,88 (0,50-1,56) 0,656 | 0,93 (0,54-1,58) 0,775

*NPM1 MRD pozitivitas VAF> 0,01-0,05% a mutacio tipusatol fliggden

bCitogenetika normal Kkariotipusként (referencia), egyéb intermedier és kedvezétlen
kockazatként kddolva

‘FLT3-ITD harom Kkategdridba kddolva: negativ (referencia), alacsony és magas
allélarany

Roviditések: 95% CI: 95% konfidencia intervallum; FLT3-ITD: fms-szer( tirozin-kinaz
3 - internal tandem duplikdcio; MRD: mérhetd rezidualis betegség; NPML:

nukleofosminl; WBC: fehérvérsejtszam a diagnézis id6pillanataban

Az NPM1 MRD kovetés soran 39 olyan beteg volt, akinek diagndziskor és a
betegségének kovetése soran egyarant elérheté DNS és RNS mintdja volt. A genomiélis
DNS-hez hasonldan két vagy harom log-csokkenés volt megfigyelhet6 a mutans NPM1
RNS-expressziéban az indukcios kezelést kovetéen (NPM1/ABL1, n=39 beteg)
[diagnoziskor: median 610,8% (tartomany: 124,3-2882,4%), indukcié utan: 1,0%
(tartomany: 0-398%) RNS esetében]. Az alacsony szamu RNS mintak ellenére is az
indukcio utani magas mutans NPM1 expresszio korrelalt a kedvezotlen kimenettel (24-
honapos OS mutans NPM1 expresszio <1%: 55,2 + 12,9% versus mutans NPM1
expresszié >1%: 20,0 £ 11,9%, p=0,005; és 24-honapos RFS: 51,6% + 12,5%, szemben
12 + 7,9%; p <0,001).
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Az NPM1 MRD jelenléte fontos prognosztikai biomarkernek bizonyult a kedvez6
FLT3 ITD"9" statuszd csoportban (NPM1 MRD"9 versus MRDP* 24-hénapos OS:
66,7 + 8,6% szemben: 42,9 + 6,7%, p=0,010; RFS: 60 + 8,9% versus 31,1 + 6,2%,
p=0,006). Az FLT3-ITDMI" alcsoportban az NPM1 MRD nem befolyasolta a talélést.
(19.4bra).

FLT3-TD"**"*" diagnéziskor
(NPM1MRD"™® vs NPM1MRD®™) p=0,006

FLT3ITD™*"*" diagnéziskor 14
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19.4bra. Osszesitett talélés és relapszus mentes talélés az NPM1 MRD és FLT3-ITD
allélarany szerint

Az ELN 2017 genetikai kockazati besorolés alapjan az NPM1 pozitiv betegeket kedvezd
(FLT3-ITD™9"°") és intermedier (FLT3-ITD"9") alcsoportokba soroltak. Mindkét
panelen (A: 0sszesitett tulélés; B: relapszus mentes tulélés) tovabbi alcsoportokat hoztunk
Iétre az NPM1 MRD szerint az indukci6 utan. Az NPM1 MRD negativitasat VAF <0,01-

0,05% -nak hataroztuk meg, a mutécio tipusatol fiiggden.

Az NPM1 MRD kovetett AML betegek kozl 38 esett at allo-HSCT-n, 27 NPM1-
A tipusu és 11 NPM1-N tipusu, melyekb6l 32 minta volt elérhet6 (24 A tipust és 8 N
tipust). Az allo-HSCT elétti NPM1 MRD negativitas kedvezd prognosztikai tényezének
bizonyult, az OS a HSCT utan szignifikdnsan hosszabb volt MRD negativ betegek esetén
az MRD pozitiv betegekhez képest (24-hdnapos OS MRD"™9: 74,7 + 9,8% szemben az
MRDP%; 16,2 + 14,6%, p=0,012, 20.4bra).
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20.4bra. A HSCT el6tt mért sszesitett ttlélés az NPM1 MRD szerint.
A HSCT el6tti NPM1 MRD negativitds VAF <0,01-0,05% érték szerint a mutacio
tipusatol fliggden.

5.4.3 Progndzis becslés IDH1/2 mérhet6 rezidualis betegség alapjan

A 162 IDH1/2 pozitiv betegbdl 90 beteg ért el remissziot (MLFS-t) indukcié utan,
8 esetben az MRD monitorozas technikai korlatok miatt nem volt megval6sithato (IDH1
R132G/L/S/P variansok), és 20 beteg esetében diagndzist kovetden mar nem volt elérhetd
tovabbi DNS. Az IDH1/2 pozitiv és MRD monitorozott betegek alapvetd jellemzoit az
6.Tablazat tartalmazza.

A 62 IDH1/2 MRD kovetett AML beteg OS és RFS értékeit vizsgaltuk.
Elemzéseink soran az IDH1/2 MRD negativ betegek (n=30) tulélése kedvez6bb volt, mint
az MRD pozitiv (n=32) betegeké (24-hénapos OS MRD"™9: 62,5 + 9,0% szemben
MRDP%: 41,3 £ 9,2%, p = 0,003; 24-hdnapos RFS: 45,0 + 9,3%, szemben 38,8 + 9,6%,
p = 0,027, 21.4bra). Megfigyeltik, hogy remisszioban az NPM1 mutécidval ellentétben
(ahol minden beteg VAF értéke 2,5% ala csokkent) IDH1/2 mutaci6 VAF értéke 62
esetbdl 15-ben nem csokkent 2,5% alé (24%, 10 IDH2 R140Q, 3 IDH2 R172K, 1 IDH1
R132H és 1 IDH1 R132C). Hét eset NPM1 pozitiv is volt (6 IDH2 R140Q és 1 IDH1
R132H) a diagnozis felallitasakor, de az NPM1 mutécio ezekben a betegekben is 2,5%
ala csokkent. A perzisztalé IDH1/2 mutacioban szenvedd betegek kimenetelét tekintve:
9 beteg relabalt és kés6bb meghalt, 2 beteg ¢It HSCT utén, 3 beteg teljes remisszioban élt

12 hdnapos kdvetés utan és 1 beteg nem hematoldgiai okbdl kifolyolag meghalt.
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21.4bra: Osszesitett tilélés és relapszus mentes tulélés az IDH1/2 MRD szerint indukcio

utan. Mindkét panelen (A: dsszesitett talélés; B: relapszus mentes talélés) IDH1/2 MRD
negativként a VAF <0,2%, mig MRD pozitivként a VAF> 0,2% értéket definialtuk.

Multivariancia elemzésben az IDH1/2 (varianstdl fliggetlenil) MRD pozitivitéas a

tulélés fliggetlen rizikdfaktoranak bizonyult az életkor, a citogenetikai rizikd kategoria,
az FLT3-ITD, az NPM1 és a WBC diagnoziskor alapjan (OS: HR: 2,81 95% ClI: 1,09-
7,23, p = 0,032, RFS: HR: 2,80 95% CI: 1,15-6,82, p = 0,023, 9.Téablazat).

9.Tablazat: Az IDH1/2 MRD statusz tobbvaltozés elemzése indukcié utan

Osszesitett talélés (n=62)

Relapszus mentes tulélés

(n=62)

Hazard ratio (95% Cl) | P |Hazard ratio (95% CI) P

IDH1/2 MRD

pozitivitas 2,81 (1,09-7,23) 0,032 2,80 (1,15-6,82) 0,023
Eletkor 1,03 (0,99-1,06) 0,126 |1,02 (0,99-1,05) 0,256
Citogenetika 1,98 (0,90-4,33) 0,089 2,36 (1,07-5,21) 0,034
FLT3-ITD 1,00 (0,42-2,38) 0,994 1,06 (0,49-2,28) 0,889
NPM1 1,62 (0,57-4,58) 0,364 | 2,26 (0,82-6,25) 0,115
WBC >100.000/ul [1,17 (0,49-2,78) 0,727/1,04 (0,45-2,43) 0,922

4IDH1/2 MRD pozitivitas VAF> 0,2%
bCytogenetika normal kariotipusként (referencia), egyéb intermedier és kedvezétlen

kockazatként kédolva
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‘FLT3-ITD harom kategdridba kodolva: vad tipusu (referencia), alacsony és magas
allélarany

Roéviditések: 95% CI: 95% konfidencia intervallum; IDH1/2: izocitrat-dehidrogenaz 1/2;
FLT3-ITD: fms-szer(i tirozin-kindz 3 - internal tandem duplikacio; MRD: mérhetd
rezidualis betegség; NPM1: nukleofosminl; WBC: fehérvérsejtszam a diagnozis

iddpillanatdban

Az IDH1/2 MRD kovetett betegekb6l 22 esett at allo-HSCT-n és 21 esetben (10
IDH1 és 11 IDH2) voltak elérhet6 pre-HSCT mintak. Az allo-HSCT elétti IDH1/2 MRD
negativ (VAF <0,2%) betegek talélése nem kiilonbozétt az MRD pozitiv betegekétdl (24-
honapos OS MRD"™9: 92,3 £ 7,4% szemben az MRDP°* 68,6 + 18,6%, p = 0,149). A 2,5%
alatti IDH1/2 MRD jelent6sen befolyasolta a tulélést (24-honapos OS: MRD <2,5% 87,8
+ 8,1% versus MRD> 2,5% 50,0 + 25,0% allo-HSCT elétt, p= 0,015, 22.4bra).

0.84 0.8 —t =t
IDH1&IDH2 MRD<2$
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+
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HSCT elétt n=7

02 p=0,149 024 p=0,015
1
\ IDH1&IDH2MRD>25

ol 04 ' HSCT eldttn=4
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Diagnoézistdl eltelt id6 (honapok) Diagnézistdl eltelt idé (honapok)

22.4bra Az IDH1/2 MRD o6sszesitett talélésének valoszintisége HSCT el6tt
Az A panelen az HSCT elétti IDH1/2 MRD negativitas VAF <0,2%, a B panelen
VAF<2,5%

5.5 Orokletes polimorfizmusok terapiat befolyasol6 hatasa

Vizsgalatunk soran az intézményunkben malignus hematoldgiai betegség miatt
HSCT-vel kezelt betegek (n=409), és donoraik TGFB1 -1347C>T genotipusat vizsgaltuk.
A polimorfizmus hatasat harom modellen vizsgaltuk: a genotipusos (CC vs CT vs TT),
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dominéans (CC vs CT & TT) és recessziv (CC&CT vs TT) modelleken. A recipiensek
DNS-e 38 esetben nem volt elérhetd, igy a recipiens genotipus gyakorisagot 371 esetben
tudtuk vizsgalni [CC: 140 (38%), TC: 185 (50%), TT: 46 (12%)], melyek Hardy-
Weinberg egyensulyban voltak (p=0,206).

A vizsgalt csoport jellemz6it az 10. tablazat mutatja be. Kdzel azonos aranyban
tortént testvér donoros (52%, n=210) és idegen donoros (48%, n=199) transzplantacid. A
HSCT-t megel6z6 kondicionald kezelés 64%-ban (n=261) MAC volt, mig 36%-ban
(n=148) RIC. A GVHD prevencio legtébbszor takrolimusz és szirolimusz kombinéacid
(TAC&SIR) (58%; n=238), cyclosporin alapl (CSA) kezelést a betegek 23%-a (n=95)
kapott, mig takrolimusz (TAC) alapu kezelést 19% (n=76).
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10. tdblazat: A HSCT-recipiensek jellemz6i a recipiens TGFB1 -1347C>T genotipusa

szerint.
Ossz | % Rec % Rec % Rec % 0
CC CT TT
Nem 371 | 100 | 140 | 100% | 185 | 100% | 46 | 100% | 0,203
N6 167 | 45% | 58 | 41% | 83 | 45% | 26 | 57%
Feérfi 204 | 55% | 82 | 59% | 102 | 55% | 20 | 43%
Eletkor Tx-kor
Median 42,3 42 40.5 0,928
Min-Max 18,9- 18,6- 20,1-
66,4 73 62,2
Diagnozis 371 | 100% | 140 | 100% | 185 | 100% | 46 | 100% | 0,499
ALL 67 | 18% | 26 19% | 35 | 19% 6 13%
AML 147 | 40% | 48 34% 80 | 43% 19 42%
MDS 28 8% 14 | 10% | 11 6% 3 7%
CML 20 5% 6 4% 12 6% 2 4%
MPN 17 5% 9 7% 4 2% 4 9%
MM 16 4% 8 6% 7 4% 1 2%
CLL 22 6% 6 4% 14 8% 2 4%
NHL 39 | 10% | 16 11% | 16 9% 7 15%
HL 15 4% 7 5% 6 3% 2 4%
Donor 366 | 100% | 139 | 100% | 181 | 100% | 46 | 100% | 0,452
Testvér 197 | 54% | 72 | 52% | 103 | 57% | 22 | 48%
Idegen 169 | 46% | 67 | 48% | 78 | 43% | 24 | 52%
Kondicionalo 371 | 100% | 140 | 100% | 185 | 100% | 46 | 100% | 0,392
kezelés
MAC 241 | 65% | 88 | 63% | 126 | 68% | 27 | 59%
RIC 130 | 35% | 52 | 37% | 59 | 32% | 19 | 41%
GVHD 371 | 100% | 140 | 100% | 185 | 100% | 46 | 100% | 0,345
profilaxis
CSA 83 | 22% | 34 | 24% | 38 | 20% | 11 | 42%
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PRO 71 | 19% | 33 | 24% | 31 | 17% 7 15%

RAP 217 | 59% | 73 | 52% | 116 | 63% | 28 | 61%

Roviditések: ALL: akut limfoid leukémia, AML: akut myeloid leukémia, MDS:
myelodiszplasztikus ~ szindréma, CML: kronikus myeloid leukémia, MPN:
myeloproliferativ neoplazma, MM: myeloma multiplex, CLL: kronikus limfoid
leukémia, NHL: non-Hodgkin-limféma, HL: Hodgkin-limféma, MAC: myeloablativ
kondicionald kezelés, RIC: csokkentett intenzitasu kondiciondld kezelés, CSA:

ciklosporin, TAC: takrolimusz, TAC + SIR: takrolimusz és szirolimusz

A recipiens TGFB1 -1347C>T genotipusa €s a HSCT kimeneteli paraméterei
(@GvHD, cGvHD, CMV, TA-TMA) valamint a talélés (NRM, OS) kozott nem talaltunk
Osszefliggést sem a teljes csoportban (10.tablazat), sem az alcsoportokban (23A.4bra). A
myeloablativ alcsoportban a recipiens TGFB1 -1347C>T genotipus nem befolyasolta az
NRM-et [24-h6napos NRM CC: 30,8% (21,4-40,7); TC: 25,4% (18,2-33,3); TT: 25,9%
(11,2-43,5), p=0,856].

p HR 95% Cl
Ossz - —— 0,4 0,803 0,482-1,338
Akutleukémia | —e——— 0,158 0,593 0,287-1,226
Diagnozis TGFB1 interakcid diagnézissal p=0,258
Egyéb | i ® | 0,818 1,089 0,528-2,247
Testvér - [ L 2 i 0,423 1,346 0,65-2,789
Donortipus TGFB1 interakcio donor tipussal p=0,109
Idegen - —— 0,158 0,597 0,291-1,223
MAC - —— 0,213 0,639 0,316-1,293
Kondicionalas TGFB1 interakcid kondicionélassal p=0,394
RIC - 1 0,852 1,076 0,5-2,317
CSA - t . d 0,764 1,178 0,404-3,435
GVHD TGFB1 interakcid GvHD prophylaxissal
profilaxis s
nemcsa - —e—— p=0,477 0,248 0,709  0,396-1,27
0 0,5 1 15 2 25 3 3,5 a4
Hazard Ratios
kedvezd T allél kedvezdtlen
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23.4bra. Az 0Osszesitett tulélés a (A) recipiens vagy (B) donor TGFB1 -1347C>T
genotipus szerint a teljes betegcsoportban és a betegek kiilonbozd alcsoportjaiban. A
hazard ratiot (HR, fekete korokkel jelélve) 95%-0s konfidencia intervallummal
(vizszintes vonalak) multivariancia analizissel (Cox-modell) szamoltuk az OS és a
TGFB1 genotipusra kiillonboz6 alcsoportokban. A multivariancia analizis magéba
foglalta a recipiens életkorat a HSCT id6pontjaban, a nemét, a diagndzist, a donor tipusat,
a kondicionalo kezelést és GvHD profilaxist. A TGFB1 genotipus és a megfelel
alcsoportok kozotti interakcios tesztek p-értékei a megfeleld alcsoport neve ala vannak
beillesztve. Az interakcio statisztikai tesztje szignifikans volt a donor TGFB1 genotipus
és a kondicionalo kezelés kozott (vastag betiis karakterrel jelolve az 1B abran).

Roéviditések: Cl: konfidencia intervallum; HR: veszélyességi arany; MUD: egyeztetett,
nem rokon donor, MAC: myeloablativ kondicionalo kezelés, RIC: csokkentett intenzitasd
kondicionalo kezeles, GvHD: Graft-versus-Hoszt Betegseg, CSA: ciklosporin, nem CSA:

nem ciklosporin (takrolimusz, valamint takrolimusz és szirolimusz alcsoport)

Négyszazkilenc donor esetében tudtuk elvégezni a genotipus vizsgalatot [CC: 181
(44%), TC: 178 (44%), TT: 50 (12%)], amely csoportban a genotipus eloszlas szintén
Hardy Weinberg egyensulyban voltak (p=0,543). A donor -1347C>T polimorfizmusa
szempontjabol a HSCT el6tti alapjellemzdk, mint a recipiens neme, életkora, diagnozisa
(akut leukémia, egyéb), donor tipusa (testvér vagy MUD), kondicionald kezelés
intenzitdsa (MAC vagy RIC), GvHD profilaxis (CSA, TAC, TAC és SIR alapl) nem
kilénbozott (11.tablazat). A donor -1347C>T genotipusa a teljes csoportban a nem
befolyasolta a talélést (60-hénapos OS a donor genotipusok szerint CC: 52,6% + 3,9%;
TC: 45,9% + 4,2%; TT: 40,7% + 7,5%; p=0,404) (24A.4bra).
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11.tdbldzat: A HSCT-recipiensek alapjellemz6i a donor TGFB1 -1347C>T genotipus

szerint.
Bssz | 9% Don % Don % Don % )
CcC CT TT

Nem 409 |100% | 181 |100% | 178 |100% | 50 |100% | 0,565
N6 178 | 44% | 84 | 46% | 74 | 42% | 20 | 40%

Feérfi 231 | 56% | 97 | 54% | 104 | 58% | 30 | 60%

Eletkor Tx-kor

Median 44.1 41.9 35.5 0,054

19,4- 18,6- 21-

Min-Max 73 66,4 66,9

Diagnozis 409 |100% | 181 |[100% | 178 |100% | 50 |100% | 0,313
ALL 72 [ 18% | 31 | 17% | 32 | 18% 9 18%

AML 155 | 38% | 66 | 37% | 68 | 38% | 21 | 42%

MDS 32 | 8% | 19 | 10% | 10 | 6% 3 6%

CML 23 6% 7 4% 15 8% 1 2%

MPN 19 5% 10 6% 7 4% 2 4%

MM 25 6% 9 5% 15 8% 1 2%

CLL 25 6% 9 5% 12 7% 4 8%

NHL 42 | 10% | 24 | 13% | 13 7% 5 10%

HL 16 4% 6 3% 6 4% 4 8%

Donor 404 1100% | 177 |100% | 177 |[100% | S50 |[100% | 0,762
Testvér 210 [ 52% | 95 | 54% | 91 |51% | 24 | 48%

Idegen 194 | 48% | 82 | 46% | 86 | 49% | 26 | 52%
Kondicionalo

kezelés 409 [100% | 181 |100% | 178 |100% | S50 |100% | 0,294
MAC 261 | 64% | 108 | 60% | 120 | 67% | 33 | 66%

RIC 148 | 36% | 73 | 40% | 58 | 33% | 17 | 34%

GVHD profilaxis | 409 |100% | 181 |100% | 178 |[100% | 50 |100% 0,098
CSA 95 | 23% | 44 | 24% | 44 | 25% 7 14%

PRO 76 [ 19% | 31 | 17% | 29 | 16% | 16 | 32%
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RAP 238 | 58% | 106 | 59% | 105 | 59% | 27 | 54%
Roviditések: ALL: akut limfoid leukémia, AML: akut myeloid leukémia, MDS:

myelodiszplasztikus  szindroma, CML: kronikus myeloid leukémia, MPN:

myeloproliferativ neoplazma, MM: myeloma multiplex, CLL: kronikus limfoid
leukémia, NHL: non-Hodgkin-limféoma, HL: Hodgkin-limfoma, MAC: myeloablativ
kondicionalo kezelés, RIC: csokkentett intenzitasu kondicionald kezelés, CSA:

ciklosporin, TAC: takrolimusz, TAC + SIR: takrolimusz és szirolimusz

Teljes
kohorsz

Osszesitetttulélés valdszinlsége

L Y-+ TC (n=178)
0.4 L a ey L
TT (n=50)
02
p=0,404
00
T T T T T
0 20 40 60 80 100

HSCT-t4l elteltidé (hénapok)

24.4bra. A donorok TGFB1 -1347C>T genotipusai alapjan az 0sszesitett talélés Kaplan-
Meier valoszintisége (A) a teljes HSCT kohorszban; (B) a myeloablativ kondicionalassal
(MAC) kezelt alcsoportban; (C) csokkentett intenzitasu kondicionalassal (RIC) kezelt

alcsoportban.

A donor TGFBL1 genotipussal vald kdlcsonhatas szempontjabol a diagnozist, a
donortipust, a kondicionalé kezelés intenzitasat és a GvHD profilaxist teszteltik.
Megfigyeltiik, hogy multivariancia analizis soran a donor genotipusa befolyasolta ugyan
az OS-t az akut leukémidban szenvedd betegek alcsoportjaban, a MAC kondicionaléval
vagy takrolimusz alapu GvHD profilaxissal kezeltek alcsoportjaban, de az interakcio
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tesztje csak a myeloablativ és a csokkentett intenzitdsi kondicionald kezelésben
részesultek alcsoportjaban tért el (p=0,035, 23B.4bra).

P HR 95% Cl
Ossz & 0,071 1,496 0,965-2,317
Akut leukémia - ‘ ® 0,038 1,865  1,034-3,364
iagnoets TGFBI interakcié diagnézissal p=0,457
Egyéb - A 0,392 1,356 0,675-2,727
Testvér * ‘ 0,255 1,524 0,738-3,148
Donor tipus TGFB1 interakcio donor tipussal p=0,724
—————
Idegen H 0,164 1,487 0,851-2,599
MAC - * 0,003 2,35 1,348-4,097
Kondicionalas TGFB1 interakcid kondicionalassal p=0,035
RIC ——— 0,484 0,754 0,342-1,663
CSA o 0,534 0,681 0,202-2,29
GVHD ) b )
profilaxis TGFB1 interakcié GvHD prophylaxissal
nem CSA ¢ A 1 p=0,225 0,013 1,835 1,134-2,97
6 o5 1 15 2 25 3 35 4 45
Hazard Ratio
kedvezd T allél kedvezdtlen

23.Abra. Az osszesitett tulélés a (A) recipiens vagy (B) donor TGFB1 -1347C>T
genotipus szerint a teljes betegcsoportban és a betegek kiilonb6zd alcsoportjaiban. A
hazard ratiot (HR, fekete korokkel jelélve) 95%-0s konfidencia intervallummal
(vizszintes vonalak) multivariancia analizissel (Cox-modell) szamoltuk az OS és a
TGFB1 genotipusra kiilonb6z6 alcsoportokban. A multivariancia analizis magéaba
foglalta a recipiens életkorat a HSCT id6pontjaban, a nemét, a diagndzist, a donor tipusat,
a kondicionald kezelést és GvHD profilaxist. A TGFB1 genotipus és a megfeleld
alcsoportok kozotti interakcios tesztek p-értékei a megfelelé alcsoport neve ala vannak
beillesztve. Az interakci0 statisztikai tesztje szignifikans volt a donor TGFB1 genotipus
és a kondicional6 kezelés kozott (vastag betlis karakterrel jelolve az 1B abran).

Roviditések: Cl: konfidencia intervallum; HR: veszélyességi arany; MUD: egyeztetett,
nem rokon donor, MAC: myeloablativ kondicionalo kezelés, RIC: csokkentett intenzitasd
kondicionalo kezelés, GvHD: Graft-versus-Hoszt Betegség, CSA: ciklosporin, nem CSA:

nem ciklosporin (takrolimusz, valamint takrolimusz és szirolimusz alcsoport)
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A MAC alcsoportban (n=261) a -1347TT genotipusu donorral transzplantalt
betegek kimenetele kedvezétlenebbiil alakult (60-hénapos OS a donor genotipusok
szerint; CC: 62,1% + 4,8%, TC: 46,8% + 4,8% és TT: 35,6% + 9,3%, p = 0,032; amely
fuggetlen volt az életkortdl, a donortipustdl és a GvHD profilaxistdl, p = 0,003, HR: 2,35,
95% Cl: 1,348-4,097, 23B. és 24B.Abra). A RIC alcsoportban az OS-t nem befolyésolta
adonor TGFB1 -1347C>T genotipusa (60-honapos tulélés CC: 38,2% + 6,1%, TC: 45,7%
+7,9% és TT: 51% =+ 12,6%, p = 0,25, 24C.Abra).

R MAC
kohorsz
o 084 i
o h
@
o
35
=
N
8 _
L 06 3
: by M;. =U,l
) H p,=0,019
] H - P+,
2 iTC (n=120)
£ 04 & il }p2:0,239 e T
@ B R f f
8 TT (n=33)
[
_w
O o2 -
p=0,032
00
T T T T T
0 20 40 60 80 100
HSCT-tdl eltelt idd (hénapok)

70



DOI:10.14753/SE.2022.2662

RIC
kohorsz
e 08
3 :
o
3
(]
W | ik
8
S S -
2 ﬁ#” . gt TT(n=17)
2 B TS
= 044 TC (n=58)
50
] CC (n=73)
N
"
1’4
0

02

p=0,25

0.0

T T T T T
0 20 40 60 80 100

HSCT-tél eltelt id6 (hénapok)

24.8bra. A donorok TGFB1 -1347C>T genotipusai alapjan az 0sszesitett talélés Kaplan-
Meier valosziniisége (A) a teljes HSCT kohorszban; (B) a myeloablativ kondicionalassal
(MAC) kezelt alcsoportban; (C) csokkentett intenzitasu kondicionalassal (RIC) kezelt
alcsoportban.

Myeloablativ kondicional6d kezelés esetén a relapszus aranya (CC: 18% vs CT
28% vs TT 18%) nem kuldnb6zétt a donor TGFB1 genotipusa szerinti alcsoportokban.
Az aGvHD IlI-1V fokozat gyakorisaga ndvekvo tendenciat mutatott a donor -1347T allél
heterozigo6tasagaval és homozigétasagaval parhuzamosan (CC: 11%, CT: 17%, TT: 24%,
p=0,057, az aGvHD kumulativ incidenciajat a 25.4bra mutatja). A TA-TMA, a CMV
fertdzés/reaktivacio és a cGvHD nem kiilonbozott a donor genotipus szerint. Az NRM
azonban 0sszefuiggést mutatott a donor TGFB1 genotipussal [24-h6napos NRM a donor
genotipusai szerint; CC: 24,1% (16,5-32,5%), CT: 26,1% (18,5-34,2%) és TT: 45,5%
(27,8-61,6%), p=0,035, 25B.4bra]. A gombas fert6zések gyakrabban fordultak el6
halalokként, ha a donor TGFB1 -1347C>T hordoz6 volt (CC: 9,7% vs CT: 38,1% vs TT:

33,3%, p=0,022), ami hozzajarulhatott a megnovekedett halalozashoz.
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25.4bra. Az (A) akut graft-versus-hoszt betegség (aGvHD) I11-1V fokozatu és (B) nem
relapszushoz kotheté haldlozas (NRM) kumulativ incidencidja a donor TGFB1
-1347C>T genotipusok szerint.

NRM CC / CT: 25,1% (19,7-30,9%) vs TT: 45,5% (27,8-61,6%), p=0,011.

A MAC alcsoport mellett a TGFB1 -1347T varians kedvezétlen hatdsait a nem
CSA alapu GvHD profilaxis alcsoportban is megfigyeltik. A GVHD profilaxis nem
mutatott interakciot a TGFB1 polimorfizmussal, feltételezhetben a CSA-alapl

alcsoportban 1év6 alacsony esetszdm miatt. Kalcineurin inhibitort mTOR-gatloval
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(TAC&SIR) kombinalva féleg MAC soran alkalmaznak GvHD-profilaxisként (84,7%,
n=221), mig a kalcineurin-inhibitorokat (CSA vagy TAC) metotrexattal (MTX) és
mikofenolat-mofetillel (MMF) RIC esetében (csak 11,5%, n=17 kapott SIR-t, p<0,001).
Hogy a donor TGFB1 varians hatasat a homogénen kezelt HSCT kohorszban vizsgalni
tudjuk kulon elemeztilk a MAC és TAC&SIR GvHD profilaxis alcsoportokat. A donor
TGFBL1 -1347T varians kedvezétlen hatdsa a dominans modellben mutatkozott meg (60-
honapos OS: CC: 63,2% + 5,1% vs CT/TT: 44,8% + 4,8%, p=0,036). Ennek hattérben
gombas fertdzéseket észleltlink (CC: 8% vs CT / TT: 31,1%, p=0,037), anélkil, hogy az
aGVvHD, cGVvHD vagy TA-TMA el6fordulasa megvaltozott volna.
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6. Megbeszélés

A myeloid klén(ok)ban a szomatikus mutaciok jelenlétét az AML tobblépcsds
patogenezisének irtak le. A pre-leukémiés mutaciok pl. DNMT3A, TET2, ASXL1 az AML
korai folyamataban vannak jelen (MDS-ben, MPN-ben megfigyelhetéek). Ezen mutaciok
1dos, egészséges betegekben is megtaldlhatoak, MRD kovetési markerként nem
hasznalhatdéak, mert remisszidban is megmaradnak, nem korrelalnak a betegség
stadiumaival. [90] Onmagukban nem elegenddek az AML kialakuldsahoz. A leukémia
alapito mutéaciok pl. PML-RARA, AML-ETO, CBFB-MYH11, NPM1 az AML alapito
klonban vannak jelen. Ezek a WHO szerint kiilon entitast képz6, nagy stabilitassal
rendelkezd mutaciok, melyek MRD kovetési markerként nagy érzékenységii kvantitativ
vizsgélatokban hasznalhatéak. [2, 90] Az alapitd mutéciok jol korreladlnak az AML
folyamatéval (diagnoziskor jelen vannak, remisszioban eltinnek, relapszuskor ismét jelen
vannak). A pre-leukémias és leukémia alapitd mutaciok még egylittesen sem elegendéek
az AML kialakulasahoz. Az AML kialakulasahoz egy dominans klonban jelen 1év6
mutaciora is szilkség van. A domindns mutaciok dnmagukban szintén nem alkalmasak
MRD kdvetési markerként, mert gyakori a markervesztés és relapszusban az Gjonnan vald

megjelenés. [90]

6.1 Citogenetikai és molekularis genetikai markerek gyakorisaga,
tarsulasai és stabilitasa relapszuskor

Az altalunk vizsgalt AML betegcsoportban az irodalmi adatokhoz hasonlo
gyakorisaggal jelentek meg FLT3-ITD, FLT3-TKD, NPM1, valamint IDH1 és IDH2
mutaciok. [12, 15, 17, 55, 173] Az NPM1 mutécié gyakran tarsult FLT3-1TD valamint
IDH1 és IDH2 R140Q mutéciokkal, de IDH2 R172 mutacidval kolcsdndsen kizérjak
egymast, akarcsak az irodalmi adatok alapjan. [55, 133, 174, 175]

Eredményeinkbdl megfigyeltiik, hogy az AML betegek esetében a citogenetikai
elterések relapszuskor az esetek 68%-aban megegyeztek a diagnoziskor megfigyeltekkel,
és 32%-ban (n=33) tortent citogenetikai valtozas relapszus idején. A 33 beteg tdbb, mint
felében, 21 esetben progresszid, klonalis evolucié alakult ki. Az altalunk vizsgalt
molekularis genetikai markerek 91-97% stabilitassal rendelkeztek, mely megegyezik az

irodalomban 1év6 adatokkal. Relapszuskor ijonnan megjelend leggyakoribb mutaci6 az
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FLT3-1TD volt 11 betegnél, TKD 1 esetben, emellett 1 IDH1-R132H és 2 betegnél IDH2-
R140Q alakult ki.

Vizsgalatunkban a hosszi megfigyelési idoszak lehetové tette a késéi AML
relapszusok észlelését. A korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban az NPM1 mutacio pozitiv
eseteink kevesebb mint 10%-a relabalt NPM1 mutaci6 negativként. Betegcsoportunkban
az NPM1 mutécio negativva valt esetekben nem volt hosszabb a remissziétol relapszusig
eltelt id6, amire szamos korabbi tanulmany is utal. [37, 38] Tanulmanyunkban a pre-
leukémias mutaciok spektrumat nem vizsgaltuk, mégis egyetlen NPM1 mutacio negativ
relapszusban megfigyeltik az IDH2 R140Q mutécid perzisztalasat 13 honappal a
diagnozist kovetéen. Mindezek alapjan, NPM1 idedlis marker MRD koveteésre.

Az IDH1/2 mutécidk (kilénosen az IDH2 R140Q) remisszidban vald jelenlétét az
irodalomban az AML esetek 7-39%-aban figyelték meg, [62-65] ami 6sszhangban all
eredményeinkkel (remisszidban az IDH1/2 mutéacidk 24%-a volt kimutathatd 2,5%-nél
magasabb VAF értékkel). Remisszidban a magas mutécié szint kdzvetlen bizonyitéka a
szomatikus mutacio pre-leukémias eredetének.

Tanulméanyunkban az IDH1/2 mutaci6 negativ AML betegek esetében az IDH1/2
mutaciok megjelenését a relapszus soran 10%-ban figyeltik meg, ami ezen mutaciok
szubklonalis, késdi eredetére utal. Az AML patogenezisében van egy szokasos mutacios
sorrendje, mégis egyes mutaciok korai és késéi eseményekben egyarant megjelenhetnek.

[37, 176]

6.2 Citogenetikai és molekularis genetikai markerek prognosztikai
szerepe

Harada és munkatarsai a (JALSG) AML201 t6bb centrumban zajlé, randomizalt,
fazis 3 de novo AML-ben (akut promyelocitas leukémia kivételével) szenvedd betegeket
vizsgalo tanulmanyukban az ELN 2017-es rizik6 besorolasanak hasznossagat vizsgaltak
az ELN 2010-es besorolashoz képest. Eredményeik megerésitették azt, hogy a 2017-es
ELN harmas besorolasok szerinti kimenetelek a sajat kohorszukban is hasonl6 eredményt
mutattak, a CR-t szignifikansan tobb beteg ért el a kedvezo rizikoja csoportban (94,4%),
mint az intermedier (65,1%) és a kedvezdtlen kategoriaban (67,4%), az 5 éves tulélés is
hosszabb volt a kedvez6 alcsoportban (59,1%), az intermedier (32,6%) €s a kedvezdtlen

(22,6%) alcsoportokhoz kepest (p<0,0001). [177]
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Egy tanulményban az ELN2017 rizikd besorolast vizsgaltak HSCT-n atesett 234
AML-es beteg esetében. HSCT-t kovetd 2 évvel a relapszus kumulativ incidenciaja a
kedvez6 csoportban volt a legalacsonyabb (12,8%), szemben az intermedier (30,7%) és a
kedvezdtlen (54%) csoportokkal. Ezzel egyidejlileg a kedvezd kategdridba tartozo
betegek hosszabb OS-sel rendelkeztek (69,9%), az intermedier (52,9%), és a kedvezitlen
(47%) kategoridkhoz képest. [178]

Boddu és munkatarsai a 2017-es ELN riziko besorolast vizsgaltak meg NPM1 és
FLT3-ITD pozitiv tjonnan diagnosztizalt 18-60 ev kozdtti AML betegen 6sszehasonlitva
a 2010-es ELN besoroléssal. Eredményeik azt mutattak, hogy prognozis szempontjabol a
2017-es beosztas jobban elkiiloniti a betegeket, az 5 éves OS a kedvez6 csoportban 57%,
az intermedierben 37%, mig a kedvez6tlenben 18%. [179]

Harada és munkatarsai felvetették, hogy vannak olyan citogenetikai
abnormalitasok, amelyek a kedvez6 csoportba tartoz6 NPM1 és CEBPA mutaciok
prognozisat is befolyasoljak, illetve, hogy az FLT3-ITD'" nem feltétlen tarsul jobb
prognozissal, mivel tanulmanyukban prognosztikai kilénbséget nem talaltak az FLT3-
ITD'*% és FLT3-1TD"9" betegek kdzétt, [177] akarcsak Grimm és munkatarsai, illetve
Boddu és munkatéarsai. Elébbi tanulmanyukban az FLT3-ITD'Y és FLT3-ITDM"
viszonyat is vizsgaltdk, azonban az alacsony esetszdm miatt (n=33) szignifikans
kilénbséget nem tapasztaltak. [178] Boddu és munkatarsai az FLT3-1TD allél aranyat
tekintve (low/high) a talélésben szignifikans kilonbséget nem talaltak az NPM1 mutacio
pozitiv, p=0,28, illetve negativ betegek tekintetében, p=0,35. [179]

Sakaguchi és munkatarsai szerint NPM1 és FLT3-1TD'" mutéciéval rendelkezd
betegek esetében az els6 CR-ban torténd allo-HSCT javitja a kimenetelt. [180] Tébb
tanulmany szerint (ahol a 60 vagy 60 évnél fiatalabb betegeket vontak be, vagy
intermedier citogenetikaval rendelkezéket vizsgaltak) NPM1 és FLT3-ITD'" mutacio
pozitiv betegek 5 éves tulélése kozepes, 35-47%, [133, 181-183] mig egy irodalom
alapjan a 3 éves tulélés kedvezd kimenetellel, kb. 60% tarsul ezen mutaciokkal
rendelkez6, de allo-HSCT-n atesek betegeket nem tartalmazo csoport esetében. [184]

Az ELN2017 besorolas szerint attol fiiggéen, hogy az NPM1 mutacio pozitiv
betegek FLT3-ITD'Y vagy FLT3-ITDM9" mutacioval tarsulnak kedvezd vagy utobbi
esetben intermedier riziko6 csoportba keriilnek. Yan Huang és munkatarsai szerint az els

CR-ban torténd transzplantacid esetén hosszabb tulélés érhetd el, azonban
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tanulményukban nem vizsgéltdk az FLT3-ITD allél aranyokat (low vagy high).
Tanulmanyukban 76 normal kariotipussal rendelkezé6 NPM1 és FLT3-1TD pozitiv AML
(akut promyelocitas leukémia kivételével) beteget vizsgaltak. A transzplantacion atesett
betegek kedvezébb OS-sel (p=0,002) és DFS-sel (p=0,001) rendelkeztek, mint a csak
kemoterapiaban részesiil6 betegek. Ezen a kedvez6 hatason a tarsulé mutaciok, mint a
DNMT3A R882, IDH1, IDH2, KIT, TET2 nem valtoztattak. Az FLT3-ITD, NPM1 és
DNMT3A mutécioval is rendelkezé betegek rosszabb OS-sel (p=0,007) és DFS-sel
(p=0,002) rendelkeztek, mint a csak FLT3-ITD — NPML1 pozitiv és DNMT3A negativ
betegek esetében. [185]

A HSCT el6tti NPM1 MRD pozitivitas 2 éves kovetése kedvezotlen relapszus
kumulativ incidenciaval (53,8%) és OS-sel (30,8%) tarsul a HSCT el6tti NMP1 negativ
betegekhez képest (relapszus kumulativ incidencia: 36,8%, OS: 72,8%), [178] amit mar
szamos tanulmany megerdsitett. [87, 186] Olyan tanulmanyok is vannak, amelyek szerint
az NPM1 és FLT3-1TD'" mutacioval rendelkezd betegek esetében az allo-HSCT javitja
a prognozist. [180, 187, 188]

Eisfeld és munkatarsai 863 60 évnél fiatalabb de novo AML-ben (akut
promyelocitds leukémia kivételével) szenvedd betegen vizsgalta a 2017-es ELN
prognosztikai besorolast. Legnagyobb megfigyelésiik az volt, hogy az FLT3-ITD""
mutécié az NPM1 mutacid statuszatol fiiggetleniil inkabb kedvez6tlen kimenetellel tarsul,
mintsem az intermedier kategoriakba tartozokkal. Eredményeikbdl azt is kiemelték, hogy
a DNMT3A mutacio is kedvezétlen tuléléssel tarsul. Osszességében eredményeik alapjan
valtoztatnanak az ELN 2017-es besorolason, a kedvezd rizikoju betegek 4%-at és a
kedvezétlen rizikoval rendelkez6 betegek 9%-at intermedier kategdridba tennék, mig a
kedvezd csoportba tartozo6 betegek 9%-at és az intermedier csoportba tartozok tébb, mint
felét, 53%-at a kedvez6tlen kategoriakba sorolnak at a hasonldan kedvezétlen talélések
miatt. [88]

Paola Minetto és munkatarsai szerint az NPM1 mutacio kedvezo kimenetelét nem
befolyasolja az FLT3-ITD mutécié hianya vagy megléte, fuggetlenll az allél aranytdl.
Elemzéseik szerint az elsé CB-ban torténd allo-HSCT az ELN2017-es besorolas alapjan
a kedvezotlen riziko csoportban tartozo betegek esetében tarsul kedvezébb kimenetellel.

Adataik alapjan a fludarabin, nagy doézisu citarabin és idarubicin (FLAI) indukcio
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hatasara megkérddjelezédik az allo-HSCT szerepe elsé CR-ben NPM1 és FLT3-ITD
mutaciok egyideji jelenléte esetén. [189]

Ok és munkatarsai az IDH1 és IDH2 mutaciok perzisztalasat vizsgaltdk 80 AML-
es betegen. A perzisztald IDH1/2 mutacidoval rendelkez6 betegek (n=31) magasabb
relapszus rizikdval rendelkeztek, mint a nem perzisztal6 betegek 1 éves kdvetés sordn. A
perzisztald mutaciok foként IDH2 R140Q és IDH1 R132 formék voltak, illetve IDH2
R172K. [64]

Eisfeld tanulmanya szerint, azok az ELN2017-¢s besorolas szerint kedvez6tlen
rizikoju csoportba keriil betegek, aki IDH2 mutécidval is rendelkeztek az intermedier
csoportban tartozokhoz hasonlé kimenetellel rendelkeztek, CR, OS és DFS tekintetében.
Az IDH2 mutacié pozitiv kedvezétlen kategoriaba tartozd betegek hosszabb OS-sel
rendelkeztek. Az IDH2 mutacio hosszabb OS-sel vald tarsulasat korabban egy masik
tanulmanyban is leirtak, egy teljes AML csoporton, illetve intermedier rizikdju csoporton
is. [29]

Loghavi és munkatarsai szerint a de novo AML-ek kb. 20%-ban egyuttesen van
jelen az FLT3-ITD, NPM1 és DNMT3A mutécio. [190] Irodalmi adatok alapjan a
DNMT3A kedvezétlen kimenetellel tarsul. [6, 190-193] Szamos DNMT3A mutécid
szerepet jatszik az AML-ben, a leggyakoribb, az R882 forma, mely a DNMT3A mutéaciok
70-80%-at teszi ki és rossz prognosztikai faktornak tekintik AML-ben. [194]

A DNMT3A mutécioval is rendelkezd betegek esetében a relapszus kumulativ
incidencidja szignifikdnsan magasabb (p=0,009), mint a DNMT3A mutaciéval nem
rendelkezé betegekkel szemben. Tanulmanyukban a hiperleukocitdzis hatdsat is
vizsgaltak, mi szerint azok a betegek, akik hiperleukocitézissal rendelkeztek rosszabb
OS-sel (p=0,008) és DFS-sel (p=0,009) birtak, mint azok, akiknek nem volt
hiperleukocitozisuk. A transzplantacido okozta kedvez6 hatast a hiperleukocit6zis nem
befolyasolja. [185]

Wang és munkatarsai 6sszefoglalojukban 16 tanulmany metaanalizisét végezték
el, mely szerint a TET2 kedvez6tlen OS-sel és EFS-sel tarsult AML betegek esetében.
[195]

Az MDS-ben gyakran mutalodott gének, mint pl. ASXL1, SRSF2, STAG2, EZH2,
SF3B1, melyek a szekunder AML-ben is szerepet jatszanak révidebb eseménymentes

taléléssel tarsulnak. Gardin és munkatarsai tanulmanyukban 509 id6s (>60 év) betegeket
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vizsgéalva megfigyelték, hogy az MDS-re jellemz6 mutaciok az ELN besorolas szerint
kedvezo és kedvezdtlen besoroldsba tartozok esetében a kimenetelt nem befolyasoltak,
hatasuk az ELN besorolas szerinti intermedier csoportban tartozé betegek esetében volt.
A betegeket két csoportra osztva magas rizikojunak tekintették azokat, akik intermedier
besorolésha tartoztak, akik MDS-re jellemz6 mutaciokat hordoztak, illetve akik az ELN
besorolas szerint kedvezdtlen kategoriaba keriiltek. Standard rizikoju csoportba kertltek
azok a betegek, akik ELN besorolas szerint egyéb intermedier vagy kedvez6 kategoriaba
kerultek be. Eredményeikbdl az latszik, hogy a magas kockazathi csoportban az elsé CR-
ben torténd transzplantacio segitségével hosszabb OS-t értek el, mint az olyan idés AML-
ben szenvedd betegeknél, akik a standard kockézatu csoportban voltak. [196]Az MDS-
ben szerepet jatsz0 mutédciok rutinban valo vizsgalatdval lehetéség nyilik az id6s,
szekunder AML-ben szenved6 betegek tulélésének javitasara.

Kiilonbséget figyeltek meg a TP53 mutéacioval rendelkezd és a TP53 mutacioval
nem rendelkezé kedvezotlen besoroldsba tartozo betegek kozott. A relapszus kumulativ
incidencidja joval magasabb volt a TP53 muticioval rendelkezé (81,8%) és nem
rendelkezd (50%, p=0,02) betegek tekintetében, és a OS tobb mint felére csokkent a TP53
mutélt (16,7%), mint a nem mutalt (48,4%, p=0,017) esetekben. RUNX1 és ASXL1
mutacioval rendelkezd €s a mutacidval nem rendelkezd, de kedvezdtlen csoportba tartozod
betegek esetében a TP53 mutéltakhoz képest hasonléan markéns eredmény nem volt
lathato. [178]

6.3 Mérhetd rezidualis betegség

Egy a kozelmultban megjelent metaanalizis igazolja, hogy az alacsonyabb MRD
Osszefuiggésben all a kedvezébb kimenetellel, fliggetleniil az alkalmazott modszertdl, a
minta tipusatol vagy a mintavétel idejétdl. [197] A kvantitativ PCR-t, a digitalis PCR-t és
az Uj generacios szekvendlast (NGS), mint molekularis genetikai modszereket széles
korben alkalmazzdk MRD kimutatasra. A ddPCR-t nagy pontossaga és
reprodukalhatosaga teszi kilondsen alkalmassd MRD monitorozasra, amit szamos
onkohematologiai driver alapjan irtak le. [198-202] Az egyedi modszerek tobb NPM1
mutécid szamszerlsitését teszik lehetdvé, de a degeneralt primerek alkalmazasa lehetévé
teszi az azonos lokalizaciot érintdé tobb NPM1 mutdcié egyidejli detektalasat

(c.860_863dupNNNN). [165] Adataink és mas tanulmanyaink is alatdmasztottak, hogy
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az NPM1 mutéciok kevesebb, mint 5%-a érinti a nukleotidokat ett6l eltéré pozicidkban.
[28, 44, 161]

Erdekes, hogy mig az NPM1 MRD fontossagaval kapcsolatban teljes egyetértés
figyelhetd meg, az alacsony €és a magas kockazati MRD kozotti kiilonbségtételt illetéen
a heterogenitds szeles tartomanya mutatkozott meg. Sz&mos tanulmany az NPM1
transzkript szinteket csontvelében és periféris vérben egyarant vizsgalta, erés korrelaciot
tapasztaltak, de a csontvelében atlagosan 1-log magasabb érzékenységet figyeltek meg.
[28, 40, 44, 172, 203-206] Ezzel 6sszhangban az NPM1™YABL1 transzkriptumszint 3
nagysagrend csokkenését kedvez6 prognosztikai mutatoként mutattak ki a csontveldben,
[172, 204, 205] de 4-log csokkenésre volt sziikseg periférids verben az indukcios terapiat
kovetden. [28, 203] Vizsgalatunk soran csontvelé mintakat dolgoztunk fel. Mivel az
NPM1™t expresszidja magas, jobb érzékenységet (median: 1,3 log, tartomany: 0-2,78 log
a vizsgalatunkban) értiink el RNS szinten, mint DNS-en. NPM1 MRD monitorozésahoz
az NPM1™ RNS expresszids szint detektalasa ajanlott az irodalomban. [44, 164] Shayegi
és mtsai. azt talaltak, hogy 1% NPM1™YABL1 expresszio 0,016% NPM1™! VVAF-nak
vagy 1/32000 sejtnek (1,8 log kuldnbség az RNS és a DNS szintje kozott) felel meg. [205]
Ezek az adatok arra utalnak, hogy az NPM1™* MRD kovetést RNS maddszer segitségével
kell elvégezni, de ha RNS nem érheté el, akkor magas érzékenységii DNS modszerek
helyettesithetik. Vizsgalatunkban alkalmazott MRD negativ hatar (NPM1-A tipus: 0,01%
és N-tipus: 0,05% DNS-szinten) hozzavetdlegesen 1% NPM1M™YABL1 expresszios
szintnek felel meg. Nem tudtunk nagyszdmi RNS mintat vizsgalni, ami retrospektiv
vizsgalatunk f6 korlatja. Ivey és mtsai. [28] kimutattak, hogy ha indukci6 utan periférias
vérben az RNS MRD szintje kevesebb, mint 4log-ot cstkken, az magasabb relapszus
kumulativ incidenciaval tarsul (MRC17-vizsgalat 3 éves CIR: 82% versus 30%),
hasonl6an Balsat és mtsai. [203] (ALFA-0702 vizsgalat: 2 éves CIR: 55% versus 21%);
Hubmann és mtsai. [207] kevesebb, mint 3log RNS MRD csokkenés csontvel6ben
(AMLCG 1999, 2004 és 2008 vizsgéalat: 2 éves CIR 77,8% versus 26,4%,); Kapp-
Schwoerer és mtsai. [40] kevesebb, mint 3-logio RNS MRD csontveldben vagy periférias
verben (AMLSG 09-09 vizsgalat 4 éves CIR csontvel6ben 60% versus 28,5% periférias
verben 62,5% szemben 33,9%). Sajat adataink szerint DNS MRD pozitivitas (kevesebb,
mint 3 nagysagrend csokkenes) kedvezotlen kimenetellel tarsult, és az indukcios terapiat

kovetd DNS-MRD alkalmas a magas kockazati NPM1™! betegek azonositasara.
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NPM1 mutdns AML-ben FLT3-ITD-vel val6 egyiittes el6fordulast kedvez6tlen
tényezoként ismerték el, az ITD-vel rendelkezd leukémids klon erdsen proliferativ jellege
miatt. [44, 208] Ez ELN prognosztikai besorolas szerint az NPM1 mutaci6 kedvezd vagy
intermedier kategoriaba tartozik, az FLT3-ITD jelenlététol fliggden. [87] Nemrég az ELN
prognosztikai kritériumait Ujra atsoroltak és a magas FLT3-ITD szintet kedvezdtlen
rizikonak hatéroztdk meg, fuggetlenil az NPM1 mutécié statuszatol. [88] Kedvezd
besorolasi AML-ben az elsé teljes remisszioban nem ajanlott az allogén HSCT, azonban
a relabalo NPM1 pozitiv esetek kedvez6étlen kimenetellel tarsulnak. [209] Megfigyeltuk,
hogy az NPM1 MRD mérése képes volt a magas kockazatu betegek azonositasara még a
kedvez6 kockazati AML esetén is (NPM1 pozitiv magas ITD szint nélkil). Az NPM1
MRD negativ (NPM1™! VAF<0,01-0,05% indukcié utan) és a magas FLT3-ITD szint
diagnoziskor hasonloan kedvezotlen talélést mutatott, mint az NPM1 MRD pozitiv
betegek.

A molekularis MRD mérések nemcsak a prognosztikat szolgéljak, hanem
befolyasolhatjak a terapiat is. Perzisztal6 MRD esetén a HSCT konszolidacié javitotta a
tulélést a kemoterapiaval szemben. [210] Az ELN 2017 alapjan kedvez6 kockazati
NPM1™t AML alcsoportban a molekuldris kudarc (definidlva: NPM1™YABL1> 0,05%
konszolidacié utan vagy NPM1™t (ijjbdli megjelenés molekularis véalasz utan; ami az
NPM1™t esetek 40%-at érintette) jelzésként szolgélt az allogén HSCT-re az elsé teljes
remisszidban. Az MRD iranyelvek alapjan a korai beavatkozas javitotta a tulélést (2 éves
OS: 85% a HSCT-vel kezelt molekularis kudarcok esetén és 39% a hematoldgiai
relapszusban szenved6knél). [211] Idés vagy kurativ kezelésre alkalmatlan betegek
esetében az azacitidin képes megel6zni vagy késleltetni az MRD-pozitiv AML betegek
hematoldgiai relapszusat. [212]

A HSCT el6tti NPM1™' MRD adataink 6sszhangban vannak mas, hasonld
idépontban végzett MRD vizsgalatokkal: a HSCT el6tti MRD negativitas elérejelzi a
kedvez6 kimenetelt HSCT utan. [172, 186, 210, 213, 214] A HSCT el6tti MRD
pozitivitds hatasara terapias dontéseket vezettek be a kondicionalé kezelés és a graft-
versus-hoszt betegség megel6zése soran, pl. elonydsebb a T-sejt depletalt szemben a T-
sejt depletalt transzplantacioval [172]; elény6sebb myeloablativ szemben a csokkentett
intenzitasu kondicionalo kezeléssel. [215] Az MRD mérések akér iranyithatjak a célzott

FLT3-gatlo terapiat, azonositva azokat a betegeket, akiknek tobbnyire eldnyiik van. [216]
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Az MRD monitorozas szerepe NPM1 esetében jol dokumentalt, de az IDH1 és
IDH2 mutaciokrél kevés adat all rendelkezésre. IDH1/2 MRD kdévetéséhez BioRad altal
tervezett mutaciodetektalo reagenseket alkalmaztunk a BioRad QX200 Droplet Digital
PCR rendszeren, de érdekes médon nem tudtunk olyan magas érzékenységet elérni, mint
az NPM1 esetében. Hasonld kimutathatosagi hatarértéket (LoD: 0,2%) figyeltek meg egy
korabbi tanulményban, mely ugyanezt a detektalasi modszert alkalmazta. [63] Adataink
alatamasztottak az IDH1/2 mutaciok pre-leukemias jellegét. Irodalmi adatok alapjan a
mutaciok perzisztalasa (VAF>2,5%) teljes remisszioban kedvezétlen kimenetellel,
nagyobb relapszus rizikoval vagy myelodiszplazia kialakulasaval tarsul. [62, 63] A pre-
leukémids klon jelenléte a morfoldgiai leukémia-mentes remisszidban &ltaldban
alacsonyabb tuléléssel jar, mint azoknal a betegeknél, akiknek nem perzisztal az onkogén
mutacio. [78, 217] Ezzel szemben perzisztal6 DTA mutéciok esetén nem volt magasabb
a relapszus gyakorisaga és szamos tanulmany szerint hosszu remisszidval rendelkeztek
magas VAF mellett is. [66-69] A remisszidban perzisztald IDH1/2 mutaciok gyakorisaga
7-39% a VAF cut-off-jatol (1-5%) vagy az alkalmazott kemoterapiatol fliggéen, [62-64,
67] amely hasonld volt megfigyelésinkhoz (24%). Irodalmi adatokkal [62-64]
0sszhangban eredményeink szerint a remisszioban perzisztalé IDH1/2 mutaciok
kedvezotlen prognosztikai hatassal tarsulnak. Jelenleg nincsenek iranymutatasok olyan
megel6z6 terapiara vonatk6zoan (példaul HSCT vagy IDH1/2 inhibitorok), amelyek
csokkentenék a relapszus gyakorisagat vagy javitandk a tulélést a remisszidban
perzisztalo IDH1/2 mutécidk esetén. Az Gjonnan diagnosztizalt AML betegek esetében
az IDH1 vagy IDH2 inhibitorok kombinacidja intenziv kemoterapiaval javithatja a
mutacio clearance-ét, bar a terapidra vonatkozoan (inhibitorokkal vagy anélkil)
0sszehasonlito adatok nem allnak rendelkezésre. [218]

Osszességében, jelentésen nagy szami AML  beteget vizsgaltunk
szisztematikusan hossza id6 alatt; vizsgalatunk korlatja azonban a retrospektiv vizsgalati
tervezés és a megfigyelési idészakban alkalmazott heterogen kezelési protokollok.
Eredményeink alatamasztjak, hogy az NPM1 MRD még DNS szinten is megbizhatd
prognosztikai tényez6. Az IDH1/2 mutaciok a leukémiat megel6z0, alapitd vagy
szubklonalis driverek, de az IDH1/2 MRD ugyanakkor magas kockazati AML-t jelent.
Mivel az MRD egy bioldgiai folytonossagot jelent, specialis részletes Utmutatasokra van
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sziikség a megel6z0 terapidk megkezdéséhez sziikséges megfeleld kiiszobértékek
megéllapitasahoz.

Az a megfigyelésink, hogy az NPM1 VAF morfologiai leukémiamentes
allapotban minden esetben 2,5% ald csokkent, szintén azt bizonyitotta, hogy az NPM1
mutaciok nem fordulnak elé pre-leukémias allapotban.

IDH mutéciok el6fordulasa diagnoziskor, remisszidban és relapszusban arra utal,
hogy korai evolucidés esemény a leukemogenezisben. Szamos tanulmany vizsgalta,
kodztik a mi laborunk is az IDH1 és IDH2 mutacidt diagnoziskor, illetve relapszuskor és

nagy stabilitas volt lathato.

6.4 TGFB1 polimorfizmus szerepe HSCT esetén

A TGFB1-et szamos sejt, kozottlik a transzplantaciot kovetben a recipiens
endothél, epitél sejtjei és a donor vérlemezkéi es T sejtjei is szekretaljak. [219, 220]
Szdmos TGFB1 SNP-t vizsgaltak, amelyek dsszefuggenek az akut vagy kronikus GvHD
kialakulasanak rizikojaval, fertézésekkel, a transzplantacidhoz kothetd halalozassal és a
taléléssel.

Irodalmi adatok szerint a TGFB1 genetikai variansok jol definialt haplotipusokba
vannak rendezve: -1347T (rs1800469) allél kapcsolddik + 29C-hez (rs1982073, + 29T>
C; L10P) és + 74G-hez (rs1800471; + 74G>C; R25P), amely a méasodik leggyakoribb
TGFB1 haplotipust alkotja (p001-nek hivjak, gyakorisaga: 30%). A -1347T és + 29C
variansok esetén a szérum TGFBL1 szintje és a szabalyozo T-sejteken torténd feliileti
expresszidja, altaldban magasabb. [150, 155] A p003 néven ismert haplotipus [-1347C, +
29T, + 74G] a leggyakoribb a kaukazusiak korében, 54% -os a gyakorisaga. [150, 155]
Mivel a TGFB1 -1347T allél és a p001 haplotipus kdz6tt szoros kapcsolodast mutattak ki
(95% -1347TT p001 homozigédta volt), a TGFB1 haplotipusok helyett csak -1347C>T-t
vizsgaltunk, recipiens és a donor TGFB1 genotipusat hataroztuk meg. [150]

A TGFBL1 szerepe az immunszabalyozasban és a funkcionalis polimorfizmusai
ismertek, mégis a TGFB1 gén polimorfizmusainak szerepe a HSCT kimenetelében nem
egyértelmii. (i) Szamos tanulmany szol a recipiens TGFB1 -1347T/+29C/+74G or p001
haplotipus kedvezétlen hatdsarol (csokkenti az aGvHD-t, NRM-et és kedvezé az OS
tekintetében) HSCT utdn. Az Anthony Nolan Kutatdintézet (UK) legnagyobb
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tanulméanyaban 522 idegen recipiens-donor par elemzéset végezte el a TGFB1 promoter
haplotipizéldsdval: a p001 haplotipus és az -1347TT genotipus ndvelte a nem
relapszushoz kotheté mortalitast és csokkentette az 6sszesitett tulélést fliggetlendl a beteg
életkoratol, recipiens/donor HLA-egyeztetésétél, a betegség statuszatol vagy CMV-
szerostatusz illesztéstsl. [150] Erdekes modon a +29CC varians nem befolyasolta az
kimenetelt, ellentétben ugyanazon intézet el6z6 cikkében leirtakkal (hasonlo klinikai
jellemzokkel rendelkezé 427 recipiens-donor par). Az el6z6 tanulmanyban a + 29CC
genotipus ndvelte a nem relapszushoz kotheté mortalitast, és csokkentette az dsszesitett
talélést a megnovekedett fert6zés okozta halal miatt. [221] Egy mésik tanulméany szerint
a +29CC betegek magasabb NRM-mel rendelkeznek. [151] Kanadai HSCT-n &tesett
betegek (n=394) eseteében a recipiens -1347TT/TC genotipusa megndvekedett aGvHD
rizikdval tarsult, anélkil, hogy az NRM-re vagy az OS-re barmilyen hatast gyakorolt
volna. [222, 223] A korabban emlitett tanulmanyhoz hasonldéan a +29C kedvezétlen
hatasat egy kisebb kohorszban (n=84) is leirtak, ahol a méasik allél (+29T) csokkentette
az aGVvHD kialakulasat. [224]

(ii) Ezzel ellentétben vannak olyan tanulmanyok, amelyek a recipiens TGFB1 -
1347T/+29C varians kedvez6 hatasat taglaljak. Kinai HSCT-n atesett betegek (n=138),
akik -1347T-t hordoztak, szamukra védéhatast nyujtott az aGvHD-val szemben, anélkiil,
hogy barmilyen hatast gyakorolt volna az OS-re vagy a remisszioban bekdvetkezett
haldlozas gyakorisagara. [225] Egy metaanalizis szerint a TGFB1 -1347T hasonld
védohatast mutatott. [154]

Kevesebb tanulmany foglalkozott a donor TGFB1 genotipusanak/ haplotipusanak
és a HSCT kimenetelének a kapcsolataval, holott a TGFB1 {6 forrasanak a donor T-
sejteket és vérlemezkéket tekintik HSCT utan. [145] Erdekes, hogy a donor
génexpresszios profilja (kdztik a TGFBL1 jelatvitelét magaban foglalé géneket) hosszu
tavon fennmaradt, és 0sszefiiggésben volt a GvHD HSCT utani eléfordulasaval. [226]

(iii)) A donorok TGFB1 -1347T/+29C Kkedvez6 hatasat a kovetkezo
vizsgalatokban figyelték meg. Egy argentin testvér donorokat alkalmazé myeloablativ
HSCT kohorszban (n=245) a + 29TT donorral rendelkezé betegeknél csokkent az
Osszesitett talélés a magasabb relapszus arany miatt. [151] Egy nagy, japan, mismatced
HSCT-kohorszban (n=460, csak kutatasi kohorsz) a donorok a -1347CC genotipusa
kockazati tényezének bizonyult az aGvHD szempontjabol. [152] Egy kinai (related és
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unrelated) myeloablativ kondicionalt kohorszban (n = 240) a donor -1347TT genotipusa
az aGvHD-val szemben protektivnek bizonyult. [154, 225]

(iv) Ezzel szemben a donorok TGFB1 -1347T/+29C kedvezétlen hatasat is
megemlitik, hasonléan megallapitasunkhoz. Egy kis japan tanulmanyban (n=67) a -
1347C>T nem tarsult, de + 29TT (kapcsolddva -1347CC-hez) védo6 hatéssal rendelkezett
aGvHD ellen. [153] Egy kanadai tanulmanyban (n=394) a donorok -1347T alléja
differencialtan kapcsolodott a szervspecifikus GvHD-hez (ndvelte a cutan aGvHD
kockazatat, de védett a tiidé cGvHD ellen.) [222]

Az irodalomban kevés tanulmany foglalkozik a TGFB1 variansok kedvezd
hatasaval a HSCT kimenetellel (GvHD, OS) valamint a donor genotipus hatasaval és
ezeket a hatasokat a T-sejt deplécionak tulajdonitjak. A kisebb méretii vizsgalatok nem
tudtak osszefliggeést talalni a TGFB1 polimorfizmusok és a HSCT kimenetele kozott.
[145, 227, 228] A nagy 1éptékii replikacios és validacios vizsgalatok szintén nem tudtak
meger6siteni a TGFB1 polimorfizmus és a HSCT kimenetel kozotti 6sszefliggést (The
International Histocompatibility Working Group [IHWG] 1058 HSCT par, [229]
DISCOVeRY-BMT genom Kiterjedt asszociacios vizsgalat 2888 HSCT recipiensre,
[230] vagy egyéb tanulmanyok [231, 232]).

Vizsgalatunk eredményei eltérnek a szakirodalomban korabban publikéltaktdl, és
felhivjak a figyelmet arra a tényre, hogy a TGFB1 immunmoduldlé hatasa pleiotrop.
Vizsgalatunk erdssége: (i) Egy viszonylag nagy szdmu, jol karakterizalt HSCT
betegcsoportot elemeztlink. (ii) Szisztematikus alcsoportelemzéseket végeztiink azon
alcsoportok azonositasa érdekében, ahol a TGFB1 genotipus szerepet jatszhat a HSCT
kimenetelében. Egy centrumbdl szarmazé HSCT betegcsoportunkban a donor TGFB1
genotipus befolyasolta az olyan akut leukémias betegek kimenetelét, akiket myeloablativ
kondicionalassal és takrolimusz/szirolimusz alapuy GvHD profilaxis kezeltek. A
populécids kilonbségek mellett a legtébb tanulmanyban ciklosporin vagy takrolimusz
alapu GvHD profilaxist alkalmaztak, mig esetiinkben a legtobb beteget takrolimusszal és
szirolimusszal kezelték. [150-152, 222, 225] A rapamicin (mTOR) géatld alapveten
befolyasolja a szabalyoz6 és a konvencionalis T-sejt funkcidkat. [233]

A tanulmanyunknak korlatai is vannak: (i) Bar kohorszunk viszonylag nagyszamu
recipiens-donor parbdl all, az alapbetegségek heterogenitdsa és a kezelési modok

korlatozzak a betegek szamat az egyes alcsoportokban. Nem sikerilt felallitanunk egy
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fiiggetlen validacios kohortot, mert intézetiink az egyetlen felnétt allo-HSCT kozpont volt
a vizsgalati id0szakban hazankban. (ii) A TGFB1 szignalizicié poligén modon
szabalyozodik, és nem csak a TGFB1 genetikai variansoktol fugg. [153, 226] A TGFB1
szintet mas gének variansai (példaul az FBN1) is befolyasoljak, amelyeket mi nem
vizsgaltunk. [234]

Végezetll elmondhatd, hogy a TGFB1 szabalyozd régio varians, -1347C>T,
rosszabb kimenetellel tarsul a myeloablativ kondicinald kezelést koveté HSCT utan.
Eredmenyeink felvetik a lehetésegét annak, hogy a TGFB1 polimorfizmusokat prediktiv
markerként lehet kezelni a HSCT-ben, azaz a kimenetelt csak specifikus terapias modok
esetén befolyasoljak (esetlinkben kéros hatds myeloablativ kondicionald kezelésben
mTOR géatld kombinaciéval a GvHD profilaxis érdekében). A TGFB1 varians eltérd
hatasa a kiilonboz6 transzplantacios helyzetekben a megoldasa az irodalomban szereplé
ellentmond6 eredményeknek. Eredményiink segit azonositani az emelkedett aGvHD Il11-
IV rizikoju betegeket, és irdnyt mutat az immunszuppressziv kezelési modok és/vagy a

donor kivalasztasaban.
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7. Kovetkeztetések

1)  Munkam soran 916 felnétt Ujonnan diagnosztizalt AML beteg adatbazisa kerlt
kialakitasra. A 20 évet atolel6 adatbazis tartalmazza a betegek alapvetd klinikai adatait,
veérkep paramétereit, aramlasi citometriai, citogenetikai, valamint molekularis genetikai
eredményeit diagndziskor, és genetikai adatait relapszuskor.

2.) Az FLT3, NPM1, IDH1, IHD2 mutécidk stabilitasa relapszuskor megegyezik az
irodalomban szereplokkel. A leukemogenesis késdi szakaban kialakulé FLT3 mutaciok
bizonyultak a leginstabilabb mutacionak, igy 6nmagaban MRD markerként nem
alkalmazhatd, csak egy masik markerrel egydttesen.

3.) Laboratoériumunkban j sziir6 és MRD monitorozasra alkalmas DNS (IDH1/2,
NPM1) es RNS (NPM1) modszereket vezettiink be, melyek &ltal az AML betegek
relapszusa hamarabb jelezhetd.

4. 116 kurativan kezelt, remisszioban 1évé felnétt AML beteg NPM1 mutacio
tipusanak meghatarozésa (diagnéziskor) és MRD kdvetése valosult meg, indukcids
kezelést kovetéen (DNS és RNS alapti modszerrel amennyiben elérhetd volt az RNS
minta), illetve HSCT el6tt (DNS alapu modszer). MRD markerként énmagaban az NPM1
mutacio alkalmazhatd, mert nagyfoka stabilitassal rendelkezik relapszusban, Uj
mutacioként nem jelent meg, illetve remisszidban is lecsokkent a szintje.

5) 62 felnbtt kurativan kezelt, remisszioban 1év6 AML beteg IDH1 és IDH2
mutécidinak vizsgalata (DNS alapld modszerrel) val6sult meg. Az IDH1 és IDH2
mutéciok szintje az FLT3 és NPM1 mutaciotdl eltéréen szamos esetben nem csokkent
remisszioban 2,5% ala, hanem perzisztalt. A mutaciok relapszusban valo eltiinése, 1j
mutacioként valo megjelenése, illetve remisszioban torténd perzisztalasa arra enged
kovetkeztetni, hogy az IDH1 és IDH2 mutécidk az AML patogenezisének folyamataban
barmely szakaszban kialakulhatnak.

6.) 409 HSCT-n atesett recipiens és donor par TGFB1 -1347C>T genotipusat
hataroztuk meg. A betegek kiilonb6z6 hematologiai rendellenességekkel birtak, de
jelentds résziikk AML-ben szenvedett. A donor TGFB1 -1347TT genotipusa
kedvezt6len kimenetellel tarsul myeloablativ kondicionald kezelést koveté HSCT esetén.
A kedvezdtlen hatast GVHD profilaxisként mTOR gatlo alkalmazésa esetén figyeltik

meg.
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8. Osszefoglalas

Az akut myeloid leukémia (AML) a hematoldgiai betegségek malignus kdrképe.
Heterogén genetikai hattér jellemzi, kialakulasahoz tobb mutécid egydittes jelenlétére van
szlikség. A szomatikus mutaciok meghatarozzak az AML beteg rizikd besorolasat, ezaltal
prognozisat, illetve eldre vetitik a kezelési lehetéségeket. A mutaciok detektalasahoz
érzékeny és specifikus citogenetikai és molekularis genetikai mddszerekre van szikséeg.
Az azonositott mutaciok celzott terapias célpontot biztosithatnak a kemoterapias kezelés
mellett, illetve az adott beteg életkoratdl és tarsuld betegségeitél fiiggden allogén
hematopoetikus Ossejt transzplantacio (HSCT) is felmerllhet, mint kezelési lehet6ség.
Munkéam soran célul tiztik ki djonnan diagnosztizalt AML betegek diagndziskori
mutécids profiljanak a feltérképezését, azok vizsgalatat remisszioban és relapszuskor,
mérheté rezidualis betegség (MRD) kovetésére alkalmas markerek azonositasat és
alkalmazésat droplet digitalis PCR (ddPCR) segitségével. Vizsgaltuk tovabba a
transzplantélt betegek és a donoraik transzformald ndvekedési faktor béta 1 (TGFB1)
polimorfizmusanak a hatadsat a HSCT kimenetelére. Eredményeinkbdl lattuk, hogy az
izocitrat dehidrogenéz 1/2 (IDH1/2) mutéaciok remisszioban esetek jelentds szazalékaban
perzisztaltak, utalva ezzel a mutéaciok preleukémias eredetére. Ugyanakkor IDH1/2
mutaciok Ujonnan toérténd megjelenése relapszusban arra utaltak, hogy az IDH1/2
mutaciok az AML patogenezisének tobb 1épcséjén is kialakulhatnak. A nukleofoszmin 1
(NPM1) mutéci6 pozitivitas esetében a betegek tulélése az fms-szert tirozin kinaz 3 -
internal tandem duplikécié (FLT3-1TD) jelenlététol és allél aranyatol fiiggden valtozott.
Mind a NPM1, mind az IDH1/2 MRD kovetés az indukcids kezelést kovetden és a HSCT-
t megel6z6en értékes flggetlen prognosztikai markernak bizonyult. A HSCT kezelés
sordn a donor TGFB1 -1347C>T genotipusa befolyédsolta a talélést myeloablativ
kondicionald (MAC) kezelésben részesiil6 betegek esetében. Munkéank soran az AML
szdmos prognosztikai faktorat vizsgaltuk, MRD kovetésre alkalmas markereket
kovettiink ddPCR mddszerrel, melyek lehetéséget nyujthatnak célzott terapidk korai

alkalmazasara.
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Summary

Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant hematological disorder,
characterized by heterogeneous genetic background, the co-occurance of several
mutations is required for its development. The somatic mutations determine the risk
classification, and thus the prognosis of the AML patient, and predict treatment options.
Detection of mutations requires sensitive and specific cytogenetic and molecular genetic
methods. The identified mutations may provide targeted treatment options beside
chemotherapy and, depending on the age and comorbidities of the patient, allogeneic
hematopoetic stem cell transplantation (HSCT) is also a treatment option. In my work,
we aimed to screened the mutation profile of newly diagnosed AML patients at diagnosis,
remission and relapse, to identify and apply markers suitable for monitoring measurable
residual disease (MRD) using droplet digital PCR (ddPCR). We also examined the effect
of transforming growth factor beta 1 (TGFB1) polymorphism on HSCT outcome in
transplant patients and their donors. Our results revealed, that izocitrate dehidrogenase
1/2 (IDH1/2) mutations persisted in remission in a relevant number of cases, suggesting
preleukemic origin of the mutations. However, the novel appearance of IDH1/2 mutations
at relapse suggested, that IDH1/2 mutations may develop at several stages in the
pathogenesis of AML. In case of nucleophosmin 1 (NPM1) mutation positivity patient
survival was influenced by the presence and allelic ratio of fms-like tirozin kinase 3 -
internal tandem duplication (FLT3-1TD). Both NPM1 and IDH1/2 MRD monitoring after
induction treatment and before HSCT proved to be a valuable independent prognostic
marker. In HSCT treatment, donor TGFB1 -1347C>T genotype influenced survival in
patients with myeloablative conditioning (MAC). In my work we analysed several
prognostic factors, we monitorized MRD markers by ddPCR, which might allow for early

intervention using targeted therapies.
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